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• El envejecimiento humano y, por ende, los estudios experimentales ene animales, ha cobrado en la última década un gran interés, sin duda debido al
e progresivo aumento de la edad media de las poblaciones en los países
• desarrollados. Esto último conlíeva no sólo el deterioro de las capacidades motoras,
• sensoriales e intelectuales de los individuos sino también y, de modo sobresaliente,
• su mayor susceptibilidad a sufrir enfermedades neurodegenerativas como la
• enfermedad de Parkinson y las demencias tipo Alzheimer. De todo ello se desprende
• que el envejecimiento cerebral empiede a ser uno de los temas de investigación
prioritarios en el mundo occidental.
• El envejecimiento es un proceso deletéreo que acontece a todo ser vivo con el
e tiempo, y está caracterizado por una pérdida progresiva de las funciones propias de
• la madurez que culmina con la muerte del individuo. El envejecimiento es un proceso
• universal y normal, es decir, aunque conlíeva una mayor susceptibilidad a sufrir
e enfermedades, el envejecimiento no es una acumulación de patologías. Este es,
• precisamente, uno de los principales factores que afectan a la interpretación de los
• resultados de los estudios sobre el envejecimiento: la dificultad de diferenciar entre
• los cambios primarios (debidos al envejecimiento per se) y los cambios que son
• consecuencia de patologías.
Una cuestión difícil de contestar es cuándo comienza la vejez. La “edad
cronológica” es la única variable objetiva de que disponemos actualmente para
definir la vejez. En el ser humano se suele considerar que el periodo de vejez
• comienza en torno a los 65 aflos. En el caso de la rata de raza Wistar (la que se usa
• en el trabajo experi-mental de esta Tesis Doctoral), la mayoría de las publicaciones
• utilizan como animales viejos ratas de a partir de 18-20 meses de edad. Sin
• embargo, debe subrayarse que la edad de inicio del proceso de envejecimiento varia
• entre individuos de una misma especie, por lo que se han propuesto otras variables
• diferentes de la edad cronológica para definir la vejez, por ejemplo la «edad
• biológica» definida por el grado de funcionamiento del organismo. Sin embargo,
• definir la vejez de acuerdo al grado de funcionamiento no es posible mientras no
• dispogamos de parámetros para delimitar qué grado funcional es el característico de
un individuo anciano.
Desde el punto de vista de la conducta, el envejecimiento se caracteriza por la
pérdida de capacidad en funciones sensoriales, motoras y cognitivas (ver revisión en
• (Jolles, 1986; Katzman y Terry, 1992)). En relación con las funciones sensoriales y
• motoras, en los individuos viejos se han descrito deficiencias en tareas de
• percepción visual, auditiva y táctil, así como una disminución de la velocidad de
• realización de los movimientos simples (que parece relacionarse más con
• limitaciones musculares que con factores nerviosos) y un déficit de la coordinación
• de movimientos complejos (que se relaciona más con limitaciones neurológicas). Las
• alteraciones cognitivas más llamativas en los individuos ancianos son las que afectan
• a la memoria. Aunque en los humanos estas alteraciones son más intensas en las
demencias, también están presentes en los individuos viejos sanos. Los déficits de













• como a la adquisición y consolidación de información nueva y a la evocación de esta
• información (memoria a largo plazo).
e
e Los déficits funcionales que aparecen durante el envejecimiento son
• consecuencia de las modificaciones estructurales (anatómicas e histológicas) y
• bioquímicas que ocurren en el cerebro durante el proceso de envejecimiento. A
continuación se describen brevemente estos cambios.
e
• 1.1 Cambios anatómicos
e
• Los cambios morfológicos descritos en el cerebro durante el proceso de
envejecimiento incluyen disminuciones del peso y del volumen cerebral. Por ejemplo,
• en el humano, se ha descrito una disminución de en torno al 10% del peso del
• cerebro a los 90 años con respecto al individuo adulto (Brody, 1992; Katzman y
• Terry, 1992). De igual manera, la disminución del volumen cerebral se ha
• cuantificado en el humano en un 2% por década a partir de los 50 años, aunque esta
disminución del volumen es diferente según la región cerebral estudiada. La
disminución del peso y del volumen globales del cerebro en el humano durante el
envejecimiento se acompaña de un aumento del tamaño de los surcos cerebrales,
una disminución del tamaño de las circunvoluciones cerebrales y un aumento del
• volumen de los ventrículos (Brody, 1992; Katzman y Terry, 1992).
e
e
• 1.2 Cambios histológicos
e
• Los cambios microscópicos que ocurren en el cerebro durante el
• envejecimiento parecen ser el resultado de la degeneración de las neuronas. Tales
• cambios aparecen no sólo en individuos viejos sino también en el cerebro de
individuos que padecen ciertas enfermedades neurológicas como la enfermedad de
Alzheimer. Estos cambios incluyen la presencia de gránulos de lipofucsina, gránulos
basófilos y ovillos neurofibrilares en el citoplasma de las neuronas y de placas
• seniles en el espacio extracelular (Katzman y Terry, 1992).e
• La presencia de gránulos de lipofucsina en el citoplasma de las células es
• expresión tanto de cambios degenerativos lentos como los que ocurren durante el
• envejecimiento, como también de lesiones crónicas. Se observan acúmulos de
• lipofucsina, por ejemplo, en células del corazón y del hígado como consecuencia del
• envejecimiento o en células de músculo estriado en extremidades paralizadas o
• inmovilizadas. La presencia de gránulos de lipofucsina en las neuronas es uno de los
• patrones más regulares del proceso de envejecimiento (Sohal y Wolfe, 1986; Dani,
1997). Por ejemplo, en la corteza cerebral de los humanos se ha descrito que el 10%
de las grandes neuronas presentan cúmulos de lipofucsina (Brody, 1992). La
lipofucsina procede principalmente de la interacción entre los productos de la
peroxidación de los lípidos poliinsaturados de las membranas biológicas, provocada
• probablemente por radicales libres, con un variado grupo de moléculars














consecuencia de la acumulación de productos de desecho por degeneración o tras
• lesiones o puede producir daño celular por sí mismo.
e
• En el citoplasma y las dendritas de ciertas neuronas (fundamentalmente
• neuronas piramidales de la corteza cerebral y del hipo-campo) del cerebro de
• individuos viejos se ha descrito la presencia de pequeñas vacuolas de contenido
• basófilo de unos 5 mm de diámetro (Katzman y Terry, 1992). Se desconoce el
• significado de este fenómeno, que ha sido descrito con el nombre de degeneración
• gránulo-vacuolar.
Otro rasgo histológico común en el cerebro de individuos ancianos es la
existencia de una marañas de fibrillas llamadas ovillos neurofibrilares así como la
• presencia en el espacio extracelular de placas neuríticas o placas seniles (Katzman y
• Terry, 1992; Dani, 1997). Ambas resultan ser la principal consecuencia de la
• precipitación de proteinas estructurales durante el envejecimiento neuronal (Dani,
• 1997). El núcleo de los ovillos neurofibrilares está formado por pares de filamentos
• helicoidales que contienen proteínas tau (proteínas asociadas a los microtúbulos)
• anormalmente fosforiladas. Las proteínas tau son componentes normales de las
e neuronas, por lo que se acepta que los ovillos neurofibrilares derivan de las
• proteínas del citoesqueleto neurona! tras un proceso de degeneración. Estos ovillos
e aparecen fundamentalmente en el citoplasma de neuronas de la corteza cerebral
frontal y temporal y del hipocampo. En cuanto a las placas seniles, son formaciones
aproximadamente esféricas, con un tamaño de entre 10 y 200 ~imde diámetro, que
aparecen principalmente en la corteza cerebral y en el hipocampo. Están constituidas
por un núcleo de sustancia amiloidea (el 3-amiloide) rodeado por un anillo de fibrillas
• (prolongaciones neuronales degeneradas) y de células gliales. El f3-amiloide está
• formado por un péptido (la proteína 13-amiloide) que se sintetiza a partir de una
• proteína precursora (la proteína precursora del 3-amiloide). Tanto la proteína I~-
• amiloide como su proteína precursora se sintetizan de forma normal en neuronas y
• células gliales, pero la proteína ¡3-amiloide que forma parte de las placas seniles está




e 1.3 Atrofia y muerte neurona!
• Además de los cambios histológicos descritos, durante el envejecimiento
• cerebral se produce atrofia y muerte de neuronas en ciertas regiones cerebrales
• (Coleman y Flood, 1987; Katzman y Terry, 1992; Dani, 1997; Haug, 1997). La atrofia
• neuronal descrita durante el envejecimiento consiste en una disminución progresiva
• del árbol dendrítico de las neuronas y de la densidad de espinas dendríticas y, como
• consecuencia, del número de sinapsis de estas neuronas (Katzman y Terry, 1992;
• Dani, 1997). Sin embargo, esta atrofia neuronal presenta una gran variabilidad
e dependiendo del área cerebral y de la fase del envejecimiento (Dani, 1997; Haug,
e 1997). Algunos estudios han demostrado incluso que durante el envejecimiento
• cerebral normal se puede producir un crecimiento dendrítico como respuesta a la














• cerebral, varios estudios han mostrado que, aunque los fenómenos de degeneración
• y muerte neuronal parece que ocurren en toda la corteza cerebral, las regiones más
• afectadas parecen ser la prefrontal y la parieto-temporal (Coleman y Flood, 1987).
• También se produce pérdida de neuronas en el hipocampo, en la amígdala y en
e ciertas áreas subcorticales como el locus coeruleus, la sustancia negra, la substantia
• innominata (núcleo basal de Meynert) y varios núcleos hipotalámicos (p. ej. el núcleo
• supraquiasmático y el área preóptica medial) (Sabel y Stein, 1981; Coleman y Flood,
1987). Recientemente se ha sugerido sin embargo que el cambio principal que
ocurre durante el envejecimiento es la atrofia de las neuronas pero no su perdida
(Haug, 1997).
e
• 1.4 Envejecimiento y células gliales
e
• Diferentes estudios han mostrado que el componente glial del cerebro aumenta
• con la edad tanto en ratas como en humanos (Brizzee et al., 1983; Terry, 1986;
• Nichols et al., 1995; David et al., 1997), describiendose tanto un aumento
• relacionado con la edad de la proteína glial fibrilar (un marcador de los astrocitos)
e como del ARNm para esta proteina en varias estructuras cerebrales incluyendo el
• hipocampo y el estriado.
Basándose en estas observaciones, se ha sugerido que en el cerebro de
• individuos viejos existe una hiperactividad glial que puede tener consecuencias
• importantes en el metabolismos de varios neurotransmisores como el glutamato y el
• GABA (Cobo et al., 1992). Sin embargo, aún no está claro si esta hiperactividad glial
• es sólo una respuesta secundaria a la atrofia y muerte neuronal o si se puede
• asignar a la glía un papel primario en el envejecimiento cerebral.
e
e
• 1.5 Cambios bioquímicos
A diferencia de las modificaciones hístologicas, los cambios bioquímicos
durante el envejecimiento cerebral no han sido tan extensamente estudiados y los
resultados obtenidos son contradictorios. En todo caso, los cambios bioquímicos
• descritos parecen relacionarse con los cambios microscópicos ya mencionados.
• En relación a los ácidos nucleicos, se ha descrito un aumento del contenido
• cerebral de ADN que podría deberse a la proliferación glial. El contenido de ARN
• parece disminuir con la edad en neuronas, pero se mantiene en células gliales
• (Marotta et al., 1986; Finch y Morgan, 1990). En lo que se refiere a las proteínas, se
• ha descrito una disminución del contenido de éstas en el cerebro durante el
• envejecimiento, cifrada en el 5-25% entre los 30 y 90 años en la especie humana.
• Esta disminución del contenido de proteínas en el cerebro podría ser consecuencia
de alteraciones en su síntesis, tal y como sugiere la disminución paralela del
contenido de ARN descrita en algunas neuronas <p. ej. en neuronas que contienen
e melatonina en sustancia negra y en neuronas piramidales de la corteza y del













e 1.6 Neurotransmisores y envejecimiento cerebrale
Una de las consecuencias de los cambios histológicos y bioquímicos que
• tienen lugar en el cerebro durante el envejecimiento es el deterioro de circuitos
• mediados por determinados neurotransmisores. Por ejemplo, la disminución en la
• densidad de espinas dendríticas como consecuencia de la atrofia neuronal, puede
• provocar alteraciones en la transmisión nerviosa. Además, la alteración de la síntesis
• y degradación de las proteínas pueden tener multitud de consecuencias sobre la
e acción de los neurotransmisores: por ejemplo a traves de la alteracion de lase enzimas que catalizan la síntesis o la degradación de estos neurotransmisores o
mediante los cambios que pueden tener lugar en sus receptores.
Los estudios sobre las alteraciones que el envejecimiento puede producir en
• diferentes sistemas neurotransmisores son escasas. Probablemente, los
• neurotransmisores más estudiados en relación con el envejecimiento son la
e acetilcolina, la dopamina y la noradrenalina (ver revisión en <McGeer y McGeer,
• 1981; Carlsson, 1986; Pepeu, 1988; Katzman y Terry, 1992; Makman, 1993)). Las
• vias neurales más afectadas por el proceso de envejecimiento normal parecen ser
• las proyecciones que, desde el núcleo basal de Meynert, inervan la corteza cerebral
• (acetilcolina), las proyecciones que van desde el locus coeruleus a la corteza
• cerebral (noradrenalina) y las proyecciones que van desde la sustancia negra (pars





































• 2.1. Neurotransmisión glutamatérgica
e
• El glutamato es el neurotransmisor excitador más abundante en el sistema
• nervioso de los mamíferos. Tras la descripción en los años 50 de su actividad
• convulsiva y excitadora, multitud de estudios han establecido que el glutamato
• cumple el papel de neurotransmisor en la mayoria de las sinapsis excitadoras
• rápidas del cerebro (ver revisión en (Fagg y Foster, 1983; Fonnum, 1984; Cotman et
al., 1987; Orrego y Villanueva, 1993; Nicholís, 1993).
e
• 2.1.1.Metabolismo del cilutamatoe
• La síntesis de glutamato en el cerebro se puede realizar a través de multitud de
• rutas (a partir de glutamina, a-cetoglutarato, proteínas, arginina, ornitina o prolina)
• siendo sus principales precursores la glucosa y la glutamina <Fonnum, 1993).
• Actualmente se considera que la síntesis de glutamato en el cerebro ocurre,
• principalmente a partir de la glutamina por acción de la enzima glutaminasa
• <Bradford et al., 1978; Fonnum, 1993). También existe una ruta de síntesis a partir
• del ct-cetoglutarato catalizada por la aspartato aminotransferasa (Young et al., 1988;
• McGeery McGeer, 1989; Fonnum, 1993).
La glutaminasa es una enzima mitocondrial que se encuentra mayoritariamente
en las terminaciones nerviosas de las neuronas glutamatérgicas, aunque se puede
• localizar en otros tipos celulares (Fonnum, 1993). La enzima glutaminasa está
• regulada principalmente mediante inhibición por su producto (Bradford et al., 1978);
• puede activarse por fosfato y Ca2’, es decir, por el incremento de la actividad en la
• terminación nerviosa, y puede ser inhibida por NH$ y H <Fonnum, 1993).
e
• En cuanto al catabolismo del glutamato se realiza principalmente por oxidación
• a través del ciclo de Krebs o por conversión del glutamato en glutamina mediante la
• enzima glutamina sintetasa (Fonnum, 1993). La glutamina sintetasa se encuentra
localizada casi exclusivamente en la astroglia (Norenberg y Martínez-Hernández,
1979), si bien no se puede excluir una pequeña actividad de esta enzima en
neuronas (Fonnum, 1993).
• Una característica importante del metabolismo del glutamato en el cerebro es
• que se encuentra separado en dos compartimentos celulares: por un lado las
• terminales nerviosas y por el otro las células gliales. Así, el glutamato es sintetizado
• en las terminales nerviosas y, tras su liberación al espacio sináptico, es captado en
• su mayoría por las células gliales, donde es convertido en glutamina mediante la
• enzima glutamina sintetasa. Una vez sintetizada, la glutamina difunde al espacio
• extracelular, de donde es captada por las neuronas glutamatérgicas a través de











2.1.2.Almacenamiento, liberación e inactivación del cilutamato
Una vez sintetizado, el glutamato es almacenado en vesículas sinápticas. El
mecanismo de transporte vesicular de glutamato es igual al de dopamina: es
independiente de Na y está acoplado a un gradiente de H~ que es generado por una
Mg2-ATPasa dirigida hacia el interior de la vesícula (Naito y Ueda, 1985; Nicholls,1993). Al igual que la dopamina, existe además un almacén de glutamato en
citoplasma.
La liberación sináptica Ca2~-dependiente de glutamato tras estimulación
química o eléctrica se ha demostrado in vitro e ir, vivo (Fonnum, 1984; Paulsen y
Fonnum, 1989; Nicholls, 1989; Sánchez-Prieto et al., 1994; Zilkha et al., 1995).
Estudios en sinaptosomas han demostrado que esta liberación se produce por
exocitosis y no por salida directa desde el citoplasma <Nicholís, 1989).
La inactivación del glutamato liberado a! espacio sináptico se produce mediante
la recaptura de éste en las terminales nerviosas y en los astrocitos circundantes a
través de sistemas de captación de alta afinidad y dependientes del gradiente de N&
y K (Nicholls, 1993; Gegelashvili y Schousboe, 1998). De estos dos componentes
celulares, el glial es el que capta la mayoría del glutamato liberado (Rothstein et al.,
1996; Gegelashvili y Schousboe, 1998): se ha calculado que, en el estriado, el 80%
del glutamato es captado por los transportadores localizados eh las células gliales
(Rothstein et al., 1996). Se han donado tres transportadores de membrana de alta
afinidad para el glutamato (ver revisión en (Attwell y Mobbs, 1994)). Los tres parecen
tener el mismo mecanismo de acción: la entrada de cada molécula de glutamato se
acompaña de la entrada de 2 moléculas de Na y de la salida de 1 molécula de <y
otra de OH~ o de HCO&.
Algunos autores han sugerido que el transporte de glutamato puede invertirse,
produciéndose una liberación de glutamato que es independiente de Ca2t Este tipo
de liberación, que puede ocurrir cuando la concentración extracelular de K es
elevada o cuando se disipa el gradiente de Na (p. ej. con veratridina), se ha
demostrado in vitro (Nicholls, 1989; Attwell et al., 1993). Actualmente se discute si la
liberación de glutamato a través de su transportador pueda ser un componente
importante de la liberación fisiológica de glutamato, o si sólo tiene lugar en
determinadas condiciones patológicas (p. ej. en isquemia) (Nicholís y Attwell, 1990;
Levi y Raiteri, 1993; Nicholls, 1993).
2.1.3. Receptores plutamatéraicos
Existen dos clases de receptores glutamatérgicos en el cerebro en función de
sus características farmacológicas y moleculares: receptores ionotrópicos y
receptores metabotrópicos. Los receptores glutamatérgicos ionotrópicos son canales















• F¡g. 2: Esquema de los procesos relacionados con la transmisión glutamatérgica.
O Sintesis de glutamato (GLU) a partir de glutamína (GLN), reacción catalizada
por la glutaminasa (Gín-asa). El glutamato también puede ser sintetizado a partir
de glucosa (Gluc) (Pm piruvato). © Almacenamiento de glutamato en vesiculas
presinápticas. ® Liberación de glutamato por exocitosis. ® La unión del
• glutamato a los receptores AMPA y kainato (KA) produce la entrada de Na en la
• neurona postsináptica. La unión del glutamato a los receptores NMDA produce la
2+
• entrada de Ca en la neurona postsináptica. La activación de los receptores
• metabotrópicos (mGlu.R) postsinápticos produce un aumento del inositol
• trifosfato (IP3 ). La activación de los mGlu-R presinápticos produce una
• disminución de AMPc.® lnactivacióri del glutamato recaptura a través de
• transportadores situados en las terminales presinápticas y en los astrocitos. ©
• Síntesis de glutamina en glutamato a través de la acción de la glutamina
sintetasa (Gln-s>. La glutamina glial es liberada al espacio extracelular, captada












• Farmacológicamente se han descrito tres tipos de receptores onotrópicos para
• el glutamato en función de su diferente afinidad por sustancias: los receptores N-
• metil-D-aspartato (NMDA), los receptores a- amino -3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-
• propio-nato (AMPA), y los receptores kainato (Farooqui y Horrocks, 1991; Nakanishi,
• 1992; Sprengel y Seeburg, 1993). Recientemente se ha descrito la posible existencia
• de un cuarto tipo de receptores onotrópicos, los receptores delta, basandose en
• estudios de donación (Petralia y Wenthold, 1996).
El receptor NMDA es un canal iónico selectivo para el Ca2~ regulado por
múltiples sitios de unión. Se han descrito sitios de unión específicos para el
glutamato o sus agonistas; para glicina; para cationes, en el interior del canal, donde
el Mg2 puede unirse y bloquear el flujo de iones; para penciclidinas; para poliaminas;
para el Zn2 (distinto del de Mg2’); para H’ y un sitio redox (Farooqui y Horrocks,
• 1991; Nakanishi, 1992; Hollmann y Heinemann, 1994). Los receptores NMDA
• poseen una elevada permeabilidad para el Ca2’, pueden activarse de forma
• prolongada y pueden ser bloqueados por Mg2’ dependiendo del voltaje de la
• membrana (Nakanishi, 1992; Sprengel y Seeburg, 1993). Sus propiedades indican
• que el receptor NMDA puede actuar como un detector de coincidencia molecular: su
• activación depende de la existencia simultánea de actividad presináptica <liberación
• de glutamato) y postsináptica (despolarización). Debido a esto, el receptor NMDA ha
• sido implicado en procesos tales como aprendizaje, memoria y coordinación motora.
Los receptores AMPA son canales iónicos independientes de voltaje, de
cinética rápida y con permeabilidad selectiva para cationes monovalentes (NaX K).
• Se considera que el receptor AMPA es el responsable de la transmisión excitadora
• rápida mediada por glutamato y de la activación del receptor NMDA por desbloqueo
• del canal iónico como consecuencia de la despolarización. Por esto último se
• comprende que su distribución en el cerebro sea muy similar a la del receptor
• NMDA: ambos se encuentran en alta concentración en la corteza cerebral, el
• hipocampo, el estriado y el tálamo (Farooqui y Horrocks, 1991; Sprengel y Seeburg,
• 1993).
• Los receptores kainato presentan, como los receptores AMPA, una alta
• permeabilidad para cationes monovalentes (Nal K) (Farooqui y Horrocks, 1991;
Sprengel y Seeburg, 1993). En realidad, varios estudios han mostrado que el kainato
puede actuar tanto sobre receptores kainato como sobre receptores AMPA. El papel
fisiológico de estos receptores KA es incierto, aunuqe se ha sugerido su participación
en la transmisión excitadora rápida. Recientemente se ha descrito una acción
• inhibidora de la liberación presináptica de GABA en el hipocampo (Rodríguez-
• Moreno et al., 1997). Su localización es complementaria a la de los receptores
• NMDA y AMPA, si bien parecen estar presentes en todos los circuitos neuronales del
• Sistema Nervioso Central (Nakanishi, 1992; Sprengel y Seeburg, 1993).
• Los receptores metabotrópicos, por su parte, actúan acoplados a distintos
• efectores celulares a través de proteinas G. Se han donado hasta 8 tipos diferentes
• de estos receptores (mGluRl-8), que se han agrupado en tres familias en función de
• la afinidad por diferentes agonistas y de los segundos mensajeros ligados a su
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• activación (Nakanishi, 1992; Schoepp y Conn, 1993; Hollmann y Heinemann, 1994;
• Rin y Duvoisin, 1995):
• - Los receptores mGluRl y 5 responden mejor al quisqualato y su estimulación
• aumenta la síntesis de inositoles trifosfato y, por tanto, la concentración intracelular
• de Ca2 por movilización de las reservas internas de este catión; se ha descritotambién el aumento de los niveles de AMPc y de ácido araquidónico por activación
del receptor mGluRl.
• - Los receptores mGluR2 y 3 responden mejor al trans-1-aminociclopentano-1,3-
• dicarboxilato y su estimulación inhibe la formación de AMPc.
• - Los receptores mGluR4, 6 y 7 responden mejor al 2-amino-4-fosfonobutirato y su
• estimulación también inhibe la síntesis de AMPc.
• En cuanto a los receptores mGluR8 son de difícil clasificación: algunos autores
• los incluyen dentro del grupo de los receptores mGluR2-3 (Nakanishi, 1992) y otros
• dentro del grupo de los receptores mGluR4-6-7 (Pm y Duvoisin, 1995).
Se ha asignado a los receptores metabotrópicos un papel predominantemente
modulador de la neurotransmisión (Nakanishi, 1992; Baskys, 1992). Aunque la
activación de estos receptores puede producir despolarización (Schoepp y Conn,
1993), sus efectos pueden ser tanto excitadores como inhibidores en función de los
• distintos efectores celulares a los que estén acoplados. De hecho se ha descrito un
• aumento de las corrientes de C~ y de iC tras activación de receptores
• metabotrópicos que provoca una reducción de la excitabilidad neuronal (Schoepp y
• Conn, 1993; Hollmann y Heinemann, 1994).
• La activación de receptores metabotrópicos presinápticos puede controlar la
• liberación de glutamato. Por un lado, autorreceptores presinápticos del tipo mGluR4
• (que fueron considerados hace años como un tipo diferente de receptores
• glutamatérgicos: los receptores 2-amino-4-fosfonobutirato -AP4-), pero también de
los tipos mGluR2 y mGluR3, pueden inhibir la liberación de glutamato (Nakanishi,
1992; Schoepp y Conn, 1993; htollmann y Heinemann, 1994). Sin embargo, se ha
descrito también un efecto presináptico facilitador de la liberación de glutamato tras
• activación de receptores metabotrópicos, si bien se desconoce el subtipo de receptor
• implicado (Sánchez-Prieto et al., 1996).
• 2.1.4.Vías plutamatérciicas
• Las neuronas glutamatérgicas están distribuidas ampliamente en todo el
• cerebro, principalmente en el telencéfalo, donde la mayoría de las proyecciones
• corticales contienen glutamato (ver revisión en (Fagg y Foster, 1983; Cotman et al.,
• 1987)). Las vías glutamatérgicas son funcionalmente heterogéneas, debido a la
diferente distribución de los receptores glutamatérgicos. Por ejemplo, las vías que








integración sensorial, mientras que las que usan receptores AMPA o kainato lo están
a la transmisión excitadora rápida (Cotman eta!., 1987).
• Las vías glutamatérgicas mejor conocidas son las proyecciones córtico-fugales
• que, desde corteza, llegan a estriado, tálamo y núcleos del tronco cerebral (Cotman
• et al., 1987). También han sido descritas vías glutamatérgicas tálamo-corticales y
• córtico-corticales, éstas últimas fundamentalmente en el hipocampo. Son
• glutamatérgicas, por ejemplo, la vía entorrino-cortical (vta perforante), las fibras
• comisurales, las fibras musgosas y las colaterales de Schaffer (Fagg y Foster, 1983;
• Fonnum, 1964; Cotman et al., 1987).
e 2.2. Efectos del envejecimiento sobre la neurotransmisián glutamatérgicae
• Dada la abundancia de glutamato en la corteza cerebral y la importancia de las
• vías cortico-fugales, la mayoría de estudios acerca de los efectos del envejecimiento
• en la neurotransmisión glutamatérgica se han centrado en éste área y sus
• proyecciones, especialmente, la vía corticoestriatal (ver revisión en (Porras et al,,
• 1999)). Se han descrito reducciones consistentes de la concentración de glutamato
• en muestras de tejido cortical, pero este dato no nos informa sobre el estado de la
• neurotransmisión glutamatérgica dada la participación del glutamato en multitud de
• rutas metabólicas. También se ha descrito una estabilidad en la liberación
• presináptica de glutamato tanto basal como estimulada. Sin embargo, El cambio
mejor establecido es la reducción en la densidad de receptores del tipo NMDA en
todas las áreas cerebrales estudiadas. De forma más controvertida se han descrito
• también reducciones en la capacidad de transporte de glutamato (Tabla 2).
e
• 2.2.1.Efectos del enveiecimiento sobre la concentración de cilutamato en muestras
• de teiido cerebral
• Diferentes estudios han mostrado un menor contenido de glutamato en la
• corteza cerebral de animales viejos en comparación con animales jóvenes <Davis y
• Himwich, 1975; Strolin Benedetti et al., 1990; Strolin Benedetti et al., 1991;
• Saransaari y Oja, 1995). Sin embargo, la corteza es una estructura heterogénea y
los cambios relacionados con la edad pueden ocurrir de forma diferencial. De hecho,
en estudios analizando las diferentes áreas corticales se describe cantidades
menores de glutamato en la corteza frontal de animales viejos (Fornieles et al., 1986;
Dawson, Jr. et al., 1989; Wallace y Dawson, Jr., 1990) pero no en las cortezas
• parietal o temporal (Fornieles et al., 1986; Banay-Schwartz et al., 1989a). Incluso
• dentro de la corteza frontal se ha descrito una disminución de glutamato con la edad
• en la corteza prefrontal medial pero no en las subdivisiones sulcal y dorsal de la
• corteza prefrontal (Fornieles et al., 1986). En el hipocampo, también parece existir
• una concentración de glutamato menor en animales viejos en comparación con
• animales jóvenes (Banay-Schwartz et al., 1989a; Strolin Benedetti et al., 1990; Strolin
• Benedetti et al., 1991; Saransaari y Oja, 1995). Las disminuciones de la
• concentración de glutamato en la corteza cerebral, específicamente en la corteza








neuronas descrita en la corteza cerebral (Colernan y Flood, 1987). En estas
• estructuras, la mayoría de las neuronas son glutamatérgicas, por lo que la
• disminución de la concentración de glutamato puede ser consecuencia de la muerte
• neuronal que ocurre durante el envejecimiento.
• En el estriado y el núcleo accumbens, los resultados descritos en la bibliografía
• son contradictorios, habiendose descrito disminuciones (Strolin Benedetti et al.,
• 1990; Strolin Benedetti et al., 1991), ausencia de cambios (Dawson, Jr. et al., 1989;
Wallace y Dawson, Jr., 1990; Donzanti y Ung, 1990; Saransaari y Oja, 1995) e
incluso aumentos (Donzanti y Ung, 1990) de la concentración de glutamato durante
el envejecimiento. En otras estructuras cerebrales, los resultados obtenidos son
también contradictorios. Por ejemplo, en la sustancia negra se han descrito
• aumentos (Donzanti y Ung, 1990), ausencia de cambios (Banay-Schwartz et al.,
• 1989b) y disminuciones (Strolin Benedetti et al., 1990; Strolin Benedetti et al., 1991)
• del contenido de glutamato.
e
• 2.2.2. Efectos del enveiecimiento sobre la liberación de cilutamato
e
• En la corteza cerebral, la mayoría de los estudios han demostrado que no
• existen cambios a lo largo de la edad en la liberación de glutamato en condiciones
basales. Esta ausencia de cambios durante el envejecimiento se ha descrito tanto en
eétudios ir, vitro como en estudios ir, vivo (Dawson, Jr. et al., 1989; Dawson y
Wallace, 1992; Cobo et al., 1992; Palmer et al., 1994; Saransaari y Oja, 1994;
Sánchez-Prieto et al., 1994; Saransaari y Oja, 1995). En cuanto a la liberación de
glutamato en corteza inducida por agentes despolarizantes tales como 1< o 4-
• aminopiridina, tampoco parece cambiar durante el envejecimiento <Dawson, Jr. et al.,
• 1989; Palmer et al., 1994; Saransaari y Oja, 1994; Sánchez-Prieto et al., 1994). Sin
• embargo, cuando se han analizado áreas determinadas de la corteza se han
• encontrado algunos cambios. Por ejemplo, en la corteza temporal se ha descrito una
• liberación de glutamato inducida por K~ mayor en animales viejos que en animales
• jóvenes (Meldrum et al., 1992). En la corteza prefrontal se ha descrito además una
• disminución de la sensibilidad al estímulo eléctrico en animales viejos (Cobo et al.,
• 1992).
En el estriado, la mayoría de los estudios muestran que la concentración de
glutamato en condiciones basales (Sánchez-Prieto et al., 1994; Porras y Mora, 1995;
Saransaari y Oja, 1995) o tras estimulación (Freeman y Gibson, 1987; Donzanti et
al., 1993; Sánchez-Prieto et al., 1994; Saransaari y Oja, 1995; Corsi et al., 1997) no
• cambia durante el envejecimiento. Sin embargo, se han descrito también tanto
• aumentos como disminuciones con la edad en la concentración basal de glutamato
• (Freeman y Gibson, 1987; Massieu y Tapia, 1997; Corsi et al., 1997). Es posible que
• las diferencias en estos resultados se deban a que los cambios causados por el
• envejecimiento se produzcan en ciertas regiones del estriado pero no en otras. En
• este sentido, se ha descrito un aumento de la concentración basal de glutamato
• durante el envejecimiento en el estriado lateral pero no en el estriado medial de la








En otras áreas cerebrales también se ha estudiado la liberación de glutamato
con el envejecimiento, obteniendose resultados contradictorios. Por ejemplo, en el
• hipocampo se ha descrito una concentración extracelular de glutamato en
• condiciones basales mayor en animales viejos que en animales jóvenes (utilizando
• ratones y ratas) (Freeman y Gibson, 1987; Meldrum et al., 1992), aunque Saransaari
• y Oja (1995> describen una menor concentración de glutamato en ratones viejos
• También son controvertidos los resultados obtenidos cuando se induce la liberación
• de glutamato por K: algunos autores muestran que es mayor en animales viejos
• (Meldrum et al., 1992; Saransaari y Oja, 1995), pero otros autores no detectan tales
cambios (Freeman y Gibson, 1987).
e
• 2.2.3. Efectos del enveiecimiento sobre los sistemas transportadores de plutamatoe
• Los trabajos que estudian la capacidad de recaptar glutamato por parte de las
• neuronas y las células gliales en relación con el proceso de envejecimiento ofrecen
• resultados contradictorios. En la corteza cerebral y en el estriado se han descrito
• tanto disminuciones (Price et al., 1981; Wheeler y Ondo, 1986; Najlerahim et al.,
• 1990; Saransaari y Oja, 1995) como aumentos (Strong et al., 1984) o ausencia de
• cambios (Dawson, Jr. et al., 1989; Palmer et al., 1994) de la capacidad de
• recaptación de glutamato durante el envejecimiento. Las diferencias entre estos
• resultados podrían deberse a la existencia de un aumento de la afinidad de los
• transportadores que compensaría la reducción en el número de transportadores, tal y
como se ha sugerido recientemente (Price et al., 1981; Saransaari y Oja, 1995).
• Por otra parte, estos estudios están hechos utilizando métodos in vitro, sobre
• todo preparaciones de sinaptosomas <terminales nerviosas), que no incluyen células
• gliales. Sin embargo, el glutamato liberado al espacio sináptico es captado
• fundamentalmente por las células gliales (Rothstein et al., 1996; Gegelashvili y
• Schousboe, 1998), por lo que reducciones en transporte neuronal de glutamato
• podrían ser compensados por cambios en sentido contrario en el componente glial,
• por ejemplo con el aumento del número o de la capacidad funcional de los astrocitos
• (Brizzee et al., 1983; Terry, 1986; David et al., 1997). Esta posibilidad se ve apoyada
• por los resultados obtenidos utilizando cortes de tejido cerebral, que incluyen tanto
• neuronas como células gliales, y que han descrito el mantenimiento de la capacidad
de recaptación de glutamato durante el envejecimiento <Dawson, Jr. et al., 1989).
Es interesante subrayar que todos los trabajos que han estudiado la capacidad
• de recaptación de glutamato en el hipocampo han demostrado también el
• mantenimiento de estos sistemas durante el envejecimiento <Najlerahim et al., 1990;
• Gilad et al., 1990; Palmer et al., 1994).e
e
• 2.2.4. Efectos del enveiecimiento sobre los receptores cilutamatérciicos
e
• El cambio mejor establecido en relación con el estado de la neurotransmisión
• glutamatérgica durante el envejecimiento es la disminución de receptores







áreas corticales, en el hipocampo y en el estriado (Peterson y Cotman, 1989;
• Tamaru et al., 1991; Wenk et al., 1991; Cohen y Múller, 1992; Magnusson y Cotman,
• 1993; Cimino et al., 1993; Serra et al., 1994; Castorina et al., 1994; Wardas et al.,
• 1997). Junto a la disminución de la densidad de receptores NMDA se han descrito
• otros cambios en este receptor durante el envejecimiento. Por ejemplo, se ha
• descrito una disminución de la respuesta postsináptica tras la estimulación del
• receptor NMDA (Baskys et al., 1990; Gonzales et al., 1991; Cepeda et al., 1996),
• aunque también un aumento de la afinidad del receptor NMDA por el glutamato
• <Cohen y Múller, 1992). Así mismo, se han descrito cambios en la influencia que
tienen los sitios de modulación del receptor NMDA sobre la actividad de este
receptor (Miyoshi et al., 1990; Piggott et al., 1992).
• El número de receptores glutamatérgicos AMPA parece experimentar también
• disminuciones con el envejecimiento, sin embargo, los resultados con este receptor
• no son tan consistentes como los obtenidos con el receptor NMDA. Así, se han
• descrito disminuciones en el número de receptores AMPA en la corteza frontal y
• parietal del ratón (Magnusson y Cotman, 1993), pero no en la corteza cerebral de la
• rata (Tamaru et al., 1991; Cimino et al., 1993). Por otra parte, en el hipocampo se
• han descrito disminuciones del número de receptores AMPA durante el
• envejecimiento en algunas áreas, pero no en todo el hipocamnpo (Magnusson y
• Cotman, 1993; Cimino et al., 1993). Se ha descrito también una disminución de la
• respuesta a la estimulación de estos receptores en el hipocampo (Barnes, 1994).
En relación con el receptor kainato, en nuestro conocimiento sólo existe un
trabajo que lo estudie en relación con el envejecimiento, señalando que no varía con
• la edad en corteza e hipocampo (Tamaru et al., 1991). No existen trabajos
• publicados que estudien otros receptores glutamatérgicos durante el envejecimiento.
• Por otra parte, algunos trabajos han descrito que la respuesta neuronal tras la
• aplicación exógena de glutamato no cambia con la edad en corteza y en hipocampo
• (Lippa et al., 1981; Rao et al., 1993; Abdulla et al., 1995), pero disminuye en el
• estriado (Cepeda et al., 1996).
• Tabla 2: Efectos del envejecimiento sobre la neurotransmísión
• glutamatérgica en la corteza cerebral y el estriado de la rata
• • Disminución de la concentración de glutamato en algunas áreas de la
• corteza (7)
• • Conservación de la capacidad de Liberar glutamato en condiciones
• basales
• • Conservación de la capacidad de liberar glutamato tras estimulación
• con K (7>
• • Disminución del número de receptores NMDA
• • Disminución de la respuesta postsináptica a la estimulación del
• receptor NMDA








• 3.1 Neurotransmisión dopaminérgica
• Considerada inicialmente como intermediario de la síntesis de noradrenalina, la
• investigación acerca de la dopamina aumentó rápidamente tras su identificación
• como neurotransmisor en los años 60, debido, en parte, al descubrimiento de su
• implicación en la enfermedad de Parkinson y en la esquizofrenia (ver revisión en
• (Cóté y Crutcher, 1991; Cooper et al., 1996; Cóté y Crutcher, 1991)).
e
• 3.1.1 Metabolismo de la donaminae
• La síntesis de dopamina se realiza en el citosol de las neuronas a partir de la
• tirosina mediante la acción de las enzimas tirosina-hidroxilasa y dopa-decarboxilasa.
• La enzima limitante en esta ruta de síntesis es la tirosina-hidroxilasa. Esta enzima se
• encuentra en el citosol de las neuronas catecolaminérgicas, requiere de la presencia
• de 02, 2 y el cofactor tetra-hidrobiopterina y es inhibida por su producto (Weiner y
• Molinoff, 1994; Cooperet al., 1996).
e En cuanto a la degradación de la dopamina, ésta se lleva a cabo por medio de
la acción de dos enzimas: la monoaminooxidasa y la catecol-O-metil-transferasa. La
monoaminooxidasa es una enzima intracelular que se encuentra localizada en la
cara externa de las mitocondrias y degrada la dopamina citoplasmática que no está
• almacenada dentro de las vesículas presinápticas. La catecol-O-metiltransferasa es
• una enzima principalmente extracelular que, en el cerebro, y degrada la DA liberada
• a la hendidura sináptica (Weinery Molinoff, 1994; Cooperet al., 1996).e
e
• 3.1.2.Almacenamiento, liberación e inactivación de la dooamina
• Una vez sintetizada, la dopamina es introducida en las vesículas presinápticas
• a través de sistemas de transporte acoplados a un gradiente de H que es mantenido
• por una ATPasa dependiente de Mg2 (Seiden et al., 1993). Sin embargo, no toda ladopamina neuronal se encuentra dentro de las vesículas: existe una pequeña
proporción de dopamina libre en el citosol. La dopamina vesicular es liberada de
forma dependiente de 2 tras una despolarización de la membrana neuronal. La
dopamina que se encuentra en el citoplasma puede ser liberada de forma
• independiente de Ca2’ mediante la inversión del sentido del transporte de dopamina
• a través de los sistemas transportadores que se encuentran en la membrana de la
• terminación nerviosa, aunque esta liberación independiente de Ca2’ no parece ser
• fisiológica (Levi y Raiteri, 1993; Seiden et al., 1993).
e
• La inactivación de la DA liberada a la hendidura sináptica se produce por
• captura a través de sistemas de transporte dependientes de Na y C~ o por
• degradación de la misma mediante la acción de la catecol-O-metil-transferasa













• Los receptores dopaminérgicos se han descrito clásicamente, y basándose en
• estudios farmacológicos, en dos tipos: los receptores Dl y los receptores D2, ambos
• acoplados a proteinas G. La activación de los receptores Dl estimula la adenilato-
• ciclasa y eleva, por tanto, la concentración de AMPc. La activación de los receptores
• D2, en general, inhibe la adenilato-ciclasa, aunque también pueden actuar a través
• de la apertura de canales de Kt el bloqueo de canales de Ca2 y la inhibición de laruta de los fosfatidil-inósitoles <Sibley y Monsma, 1992; Cooper eta!., 1996).
Los estudios moleculares han mostrado la existencia de un mayor número de
receptores dopaminérgicos (Sibley y Monsma, 1992; Weiner y Molinoff, 1994). Hasta
• la fecha se han descrito seis tipos de receptores dopaminérgicos: Dl, D2s, D21, D3,
• D4 y D5. A pesar de todo, estos receptores se pueden seguir clasificando en base a
• los tipos farmacológicos clásicos. Así, los receptores Dl y D5 estimulan la adenilato-
• ciclasa y forman la familia de receptores Dl (se los denomina a veces como DíA y
• D1B respectivamente). Por otra parte, los receptores D2s, D21, D3 y D4 inhiben la
• adenilato-ciclasa y forman la familia de receptores D2 (denominados a veces como
• D2As, D2AI, D2B y D2C respectivamente).
Farmacológicamente, los receptores Dl y D5 son equivalentes (el SKF-38393e
• y el fenoldopam actúan como agonistas selectivos en ambos y el SKF-83566 y el
SCH-23390 actúan sobre ellos como antagonistas selectivos). La única diferencia
conocida actualmente entre ambos tipos de receptores es su localización: ambos
son postsinápticos, pero los Dl se localizan en el estriado, el núcleo accumbens y el
• tubérculo olfatorio mientras que los D5 se encuentran en el hipocampo y el
• hipotálamo (Sibley y Monsma, 1992; Cooper et al., 1996).e
• En cuanto a la familia de receptores D2, el N-0437 y la bromocriptina actúan
• como agonistas selectivos en todos ellos; sin embargo, el sulpiride y el YMO-91 512
• son antagonistas selectivos de los receptores D2 y D3, mientras que la clozapina
• actúa como antagonista selectivo de los receptores D4. Por otra parte, los D2 se
• encuentran, fundamentalmente, en el estriado, el núcleo accumbens y el tubérculo
• olfatorio, los D3 en el núcleo accumbens, el tubérculo olfatorio y el cerebelo, y los D4
en la corteza frontal, la médula espinal y el mesencéfalo (Sibley y Monsma, 1992;
Cooper et al., 1996). En general, los receptores D2 se pueden localizar a nivel tanto
pre como post-sináptico. Los receptores D2 presinápticos <autorreceptores) se
encuentran en terminaciones nerviosas, fundamentalmente en las terminaciones
• dopaminérgicas, y no parecen estar acoplados a proteínas O. Estos receptores
• presinápticos regulan la sintesis y liberación de dopamina (ver revisión en <Roth,
• 1984)). Los receptores D2 postsinápticos si están acoplados a la adenilato-ciclasa a













Fig. 1: Esquema de los procesos relacionados con la neurotransmisión
dopaminérgica. O Síntesis de dopamina (DA) a partir de tirosina (Tyr); la
tirosina-hidroxilasa (TH) es la enzima reguladora de esta ruta. ©
Almacenamiento de DA en vesículas presinápticas. ~LLiberación de DA por
exocitosis. O La unión de la DA a los receptores Dl produce un aumento de
AMPc. La unión de la DA a los receptores D2 postsinápticos produce, en general,
una disminución de AMPc. La activación de los receptores D2 presinápticos
(autorreceptores) regula la síntesis y liberación de DA .© La inactivación de a
DA se produce por recaptación a través de transportadores y por degradación por
la enzima extracelular catecol-O-metil-transferasa <COMT>. © La DA recaptada








































































• Las principales vías dopaminérgicas del cerebro de la rata son las que forman
• los sistemas de proyección mesoestriatal, mesolímbico y mesocortical. Se originan
• en la sustancia negra y el área ventrotegmental del mesencéfalo y proyectan a
• estriado, áreas límbicas y áreas de la corteza cerebral respectivamente (Bjórklund y
• Lindvall, 1984; Cooperet al., 1996).
Se han descrito otras vías dopaminérgicas que van desde hipotálamo dorsal y
posterior hacia médula espinal; desde zona incierta e hipotálamo periventricular a
área preóptica e hipotálamo periventricular; desde sustancia gris periacue-ductal y
• sustancia gris periventricular del hipotálamo a sustancia gris periacuedultal, tálamo
• medial e hipotálamo medial; y desde núcleos arcuato y periventricular a pituitaria y
• eminencia media. Además de estas neuronas de proyección, existen interneuronas




• 3.2. Efectos del envejecimiento sobre la neurotransmisión dopaminérgica
Probablemente, la vía mejor estudiada en relación con el envejecimientoe
cerebral es la proyección dopaminérgica nigro-estriatal (ver revisión en (Joseph et
• al., 1990>). Esto se debe, en gran parte, al descubrimiento de que la enfermedad de
Parkinson se produce como consecuencia de la muerte de las neuronas de
proyección de la sustancia negra, con la consiguiente disminución del contenido de
• dopamina en el estriado (ver revisión en (Lozano et al., 1998)>. Los resultados
• descritos en la bibliografía sugieren que el envejecimiento produce una alteración de
• la neurotransmisión dopaminérgica en el estriado fundamentalmente a nivel
• postsináptico, produciendo una disminución del número de receptores de dopamina
• (Tabla 1). A nivel presináptico, la disminución del número de neuronas descrita en la
• sustancia negra parece tener como consecuencia una disminución de los sitios de
• recaptura de dopamina y, aunque de forma más controvertida, de la capacidad de
• liberar dopamina por parte de las terminales dopaminérgicas <Tabla 1). Se ha
• sugerido que estas alteraciones de la neurotransmisión dopaminérgica estarian
• implicadas en las alteraciones motoras y cognitivas que se observan en los
individuos viejos (Murray y Waddington, 1991; Arnsten, 1993).
e
• 3.2.1.Efectos del enveiecimiento sobre la concentración de dopamina en muestras
• de teiido cerebrale
• Los sistemas dopaminérgicos son, posiblemente, los más afectados durante el
• envejecimiento (ver revisión en (Joseph et al., 1990; Makman, 1993)). Un buen
• indicador del estado en que se encuentran los procesos de síntesis y degradación de
• la dopamina es la concentración de dopamina en tejido, que nos informa, por tanto,
• de la cantidad de dopamina de que disponen las terminales dopaminérgicas. Esta
• aproximación metodológica ha sido muy utilizada para estudiar el efecto del














son, sin embargo, contradictorios: diferentes autores han descrito en la rata una
• disminución del contenido de dopamina en el estriado durante el envejecimiento
• (Ponzio et al., 1982; Strong et al., 1984; Giorgi et al., 1987; Stoessl et al., 1989;
• Marshall y Rosenstein, 1990); sin embargo, otros no han detectado tales cambios
• (Rose et al., 1986; Watanabe, 1987; Godefroy et al., 1989).
e
• Por otra parte, se ha descrito una disminución con la edad de la actividad de la
• enzima tirosina-hidroxilasa en el estriado de la rata durante el envejecimiento <Ponzio
• et al., 1982) y una reducción similar de la tasa de síntesis de doparnina (Watanabe.
• 1987; Marshall y Rosenstein, 1990). Estos datos sugieren que existe una
disminución real de dopamina en el estriado durante el envejecimiento. Además,
esta hipótesis se ve apoyada por la disminución del número de neuronas durante el
envejecimiento descrita en la sustancia negra (donde se encuentran los cuerpos
celulares de la terminaciones dopaminérgicas del estriado> (Sabel y Stein, 1981;
• Felten et al., 1992). En un reciente estudio se ha mostrado, sin embargo, que
• cuando se estudia la actividad de la enzima tirosina-hidroxilasa en función del
• número de células dopaminérgicas restantes, existe un aumento de la síntesis de
• dopamina que actuaría como mecanismo compensatorio (Greenwood et al., 1991).
e
• 3.2.2. Efectos del enveiecimiento sobre la liberación de donamina
e
• Hay pocos trabajos que hayan estudiado las concentraciones cerebrales de
• dopamina en condiciones basales. En el estriado, varios trabajos, utilizando técnicas
ir, vitro e in vivo, no han detectado cambios significativos de las concentraciones
extracelulares de dopamina con la edad <Gregerson y Selmanoff, 1990; Dluzen et al.,
e 1991; Santiago et al., 1993; Kametani et al., 1995).e
• Por otro lado, se ha investigado también la liberación de dopamina inducida por
• altas concentraciones de K, como modelo para estudiar la capacidad de las
• terminaciones dopaminérgicas para liberar dopamina. Durante el envejecimiento, se
• ha descrito que la liberación in vitro (Thompson et al., 1981; Joseph et al., 1988;
• Woodward et al., 1989) e ir, vivo (Santiago et al., 1993; Kametani et al., 1995) de
• dopamina inducida por K se mantiene sin cambios en el estriado de animales viejos.
• Sin embargo, otros autores han descrito disminuciones con la edad de la liberación
• de dopamina inducida por W (Rose et al., 1986; Dluzen et al., 1991; Friedemann y
Gerhardt, 1992; Dobrev et al., 1995).
e
• 3.2.3. Efectos del enveiecimiento sobre los sistemas transportadores de dopaminae
• Uno de los métodos utilizados para estudiar la capacidad de liberar dopamina
• de las terminaciones dopaminérgicas ha sido la aplicación de anfetamina. Sin
• embargo, la anfetamina produce una liberación de dopamina citoplasmática que es
• independiente de Ca2’, por lo que estos estudios nos informan más del estado de los
• sistemas de trasporte y de la capacidad de síntesis de dopamina que de los
• mecanismos de liberación vesicular. En el estriado y en el núcleo accumbens, varios










local con anfetamina en animales viejos (Huang et al., 1995; Kametani et al., 1995)
• Sin embargo, en estudios ir, vitro en el estriado se han descrito tanto reducciones
• <Dluzen et al., 1991) como ausencia de cambios (Thompson et al., 1981>.
• Por otra parte, los trabajos que han estudiado directamente el número de
• transportadores de DA y su afinidad por la DA han mostrado reducciones con la
• edad en diferentes áras cerebrales tanto en roedores (Joseph et al., 1990; Shimizu y
• Prasad, 1991; Araki et al., 1997) como en humanos (Wang et al., 1997)
e
e
3.2.4. Efectos del enveiecimiento sobre los receotores dooaminérciicos
• La disminución con la edad de la densidad de receptores dopaminérgicos del
• tipo D2 es uno de los cambios mejor establecidos en el estriado. Este hecho se ha
• observado tanto en animales de experimentación como en humanos, indepen-
• dientemente de las técnicas utilizadas (ver revisión en (Joseph et al., 1990) y (Hyttel,
• 1969; Rinne et al., 1990; Morelli et al., 1990)).
e
• En cuanto a los receptores dopaminérgicos del tipo Dl, existen bastante
• controversia sobre si sufren o no variaciones en su densidad con el envejecimiento
• (ver revisión en (Joseph et al., 1990)). Así, algunos autores han descrito una
• disminución del número de receptores Dl durante el envejecimiento paralela a la que
• ocurre con los receptores D2 <Hyttel, 1989; Rinne et al., 1990; Morelli et al., 1990;
Giorgi et al., 1992); sin embargo, otros autores describen que el número de
receptores Dl no cambia durante él envejecimiento (O’Boyle y Waddington, 1984;
• Araki et al., 1997).
• Se ha sugerido que la disminución del número de receptores dopaminérgicos
• durante el envejecimiento se podría producir como consecuencia tanto de la muerte
• de neuronas que expresan estos receptores como de la disminución de la síntesis de
• receptores dopaminérgicos en las neuronas supervivientes (Joseph et al., 1990;
• Giorgiet al., 1992).
e
e
• Tabla 1: Efectos del envejecimiento sobre la neurotransmisión
• dopaminérgica en el estriado de la rata
• • Disminución de la síntesis de dopamina
• • Disminución de la concentración de dopamina (7)
• • Conservación de la capacidad de liberar dopamina en condiciones
• basales
• • Disminución de la capacidad de liberar dopamina tras estimulación
• con K (?>
• • Conservación del número de transportadores de DA y de su afinidad
• por la dopamina
• Disminución del número de receptores D2














• 4.1. Neurotransmisián GABAérgicae
• El aminoácido neutro ácido gamma-aminobutirico (GABA) es el
• neurotransmisor inhibidor más ampliamente distribuido en el cerebro (Mugnaini y
• Oertel, 1985). Tras el descubrimiento de su presencia en tejido cerebral en 1950, y la
• demostración de su papel neurotransmisor a partir de estudios electrofisiológicos
• entre 1950 y 1965, muchos estudios han sugerido su implicación en trastornos como
la epilepsia, la ansiedad o la enfermedad de Parkinson (ver revisión en (DeLorey y
Olsen, 1994; Cooper et al., 1996)).
e
• 4.1.1.Metabolismo del GABA
• La síntesis de GABA se realiza principalmente a partir de glutamato en un solo
• paso enzimático catalizado por la enzima ácido glutámico decarboxilasa (GAD). Esta
• enzima requiere la presencia de piridoxal fosfato como cofactor. Existen otras vias
• de síntesis de GABA en el cerebro (p. ej. a partir de putrescina) aunque se
• consideran de menor importancia (Martin y Rimvall, 1993; DeLorey y Olsen, 1994;
• Cooper et al., 1996).
La GAD es una enzima citoplasmática que se encuentra localizada sólo en las
neuronas GABAérgicas, por lo que se utiliza como marcador específico de estas
neuronas (McGeer y McGeer, 1989). La reacción catalizada por la GAD es
• esencialmente irreversible, por lo que requiere de una estrecha regulación (Martin y
• Rimvall, 1993). Así, al menos un 50% de GAD está presente en el cerebro como
• apoenzima, constituyendo una reserva de GAD inactivo (Martin y Rimvall, 1993).
• Además, la GAD es inhibida por su producto, por Zn2 y por a-cetoglutarato (Cooper
• et al., 1996>.
e
• La degradación del GABA se realiza a través de una reacción de
• transaminación catalizada por la GABA transaminasa <GABA-T). En esta reacción se
• produce la transami-nación del GABA con el a-cetoglutarato para originar
semialdehído succínico y GLU. El semíaldehído succiníco es oxidado por la
semialdehido succinico deshidrogenasa a ácido succinico, el cual entra en el ciclo de
Krebs. Por su parte el GLU puede ser utilizado para la síntesis de GABA (McGeer y
McGeer, 1989; DeLorey y Olsen, 1994; Cooper et al., 1996>. La GABA-T es una
• enzima mitocondrial que requiere piridoxal fosfato como cofactor. La disponibilidad
• de ct-cetoglutarato, metabo-lito intermedio del ciclo de Krebs, es un factor regulador
• importante de la actividad de la GABA-T (McGeer y McGeer, 1989; Cooper et al.,
• 1996).
e
• La ruta metabólica descrita se denomina “cortocircuito GABA”, y constituye un
• pequeño anexo al ciclo de Krebs en el cerebro, que ofrece una vía alternativa entre
• el a-cetoglutarato y el ácido succínico, cuya función principal es la biosíntesis de











• El cortocircuito GABA puede ser también completado en las células gliales ya que
poseen todas las enzimas necesarias para la degradación del GABA captado desde
• el espacio sináptico <GABA-T y semialdehído succínico deshidrogenasa). El
• glutamato formado en los astrocitos a través de la GABA-T, que no puede ser
• convertido en GABA debido a la falta de GAD, es transformado por la glutamina
• sintetasa en glutamina, la cual pasa a las terminaciones nerviosas. En éstas, la
• enzima glutaminasa convierte la glutamina en glutamato manteniendo así el
• suministro de precursor de GABA (McGeer y McGeer, 1989; Cooper et al., 1996>.
e
4.1.2.Almacenamiento liberación e inactivación del GABAe
• Tras su síntesis, el GABA se almacena en vesículas sinápticas gracias a la
• acción de un sistema de transporte vesicular de baja afinidad, independiente de Na4y acoplado a un gradiente electroquímico de H generado por una ATPasa
• dependiente de Mg2+ (Fykse y Fonnum, 1988).
e
• Estudios ir, vitro e ir, vivo han mostrado la liberación de GABA de forma
• dependiente de Ca24 desde terminales nerviosas en respuesta a estímulos químicos
• despolarizantes (Nicholís, 1989; Young et al., 1990; Sved y Curtis, 1993). Esta
• liberación dependiente de Ca2’ se produce principalmente por exocitosis (Nicholís,
• 1989).
La inactivación del GABA liberado desde la terminal nerviosa se lleva a cabo a
• través de sistemas de transporte de alta afinidad localizados en la membrana
presináptica y en los elementos gliales circundantes. Hasta la fecha se han donado
• 4 transportadores de GABA con diferentes afinidades para el GABA y diferentes
• farmacología y loca-lización (Attwell y Mobbs, 1994). La estequiometría de este
• transporte parece ser el cotransporte de 1 GABA, 1 Cr y 2 Na <Attwell y Mobbs,
• 1994).
• Debido al carácter electrogénico del transporte de GABA así como a su
• dependencia del gradiente de Na, la despolarización del terminal nervioso podría
• favorecer la salida de GABA de forma independiente de Ca2+. La existencia de esta
• liberación independiente de Ca2’ a través del transportador, que parece contribuir a
la liberación de GABA inducida por despolarización, ha sido demostrada in vitro
(Bernath y Zigmond, 1988; Leví y Raiteri, 1993) e in vivo en las células horizontales
de la retina (Schwartz, 1987).e
e
• 4.1.3.Receptores GABAérciicose
• Se han descrito dos tipos diferentes de receptores para el GABA,
• caracterizados inicialmente por su diferente sensibilidad a agonistas y antagonistas:
• el receptor GABA-A, sensible al agonista muscimol y al antagonista bicuculina, pero
• insensible al agonista baclofén; y el receptor GABA-B, insensible a la bicuculina y
• sensible al baclofén (DeLorey y Olsen, 1994; Cooper et al., 1996). Diversos estudios













o subtipos de receptores, tanto para el receptor CABA-A como para el CABA-B (Burt y
• Kamatchi, 1991; Sieghart, 1992; Bonanno y Raiteri, 1993; Bowery, 1993; Macdonald
• y Olsen, 1994).
e
• El receptor CABA-A es un canal iónico con permeabilidad selectiva para el CF.
• Contiene sitios de unión específicos para CABA, picrotoxina, barbitúricos, benzodia-
• zepinas y anestésicos esteroideos. El sitio de unión para el CABA regula la apertura
• del canal, requiriéndose al menos 2 moléculas de GABA para la activación del
• receptor (Burt y Kamatchi, 1991; Sieghart, 1992; Macdonald y Olsen, 1994). El
• receptor CABA-A se localíza principalmente a nivel postsínaptíco y es el responsable
de la clásica acción inhibidora postsináptica del CABA. La activación del receptor
CABA-A produce la apertura breve del canal de Cf, que hiperpolariza la membrana
postsináptica. Las corrientes de CF a través del receptor CABA-A pueden verse
• reducidas por la acción de picrotoxina y bicuculina (agentes convulsivos) y
• aumentadas por la acción de benzodiaze-pinas, barbitúricos y anestésicos
• esteroideos (agentes depresores de la actividad nerviosa) (Burt y Kamatchi, 1991;
• Sieghart, 1992; Macdonald y Olsen, 1994).
e
• Los receptores GABA-B se descubrieron al observar la presencia de
• receptores para CABA en terminaciones nerviosas periféricas insen-sibles a
• bicuculina y sensibles a baclofén (Bowery et al., 1980>. El receptor GABA-B está
• acoplado a la adenilato ciclasa a través de proteínas C y modula canales de 2* en
terminaciones nerviosas periféricas y de K en sinapsis centrales (Eowery, 1993;
Macdonald y Olsen, 1994). Los receptores GABA-B se localizan tanto pre como
postsinápticamente, predominando en un lugar o en otro según la región cerebral
(Bowery, 1993). Los receptores CABA-B presinájiticos inhiben la liberación de
• neurotransmisores tales como glutamato, noradrenalina, dopamina, serotonina y
• varios péptidos (substancia P, colecistoquinina, somatostatina). También actúan
• como autorreceptores, modulando la liberación de CABA. La activación de los
• receptores postsinápticos CABA-B producen potenciales postsinápticos inhibidores
• (Bowery, 1993; Bittiger et al., 1993).
e
• Recientemente se ha descrito un tercer tipo de receptores GABA, denominado
• GABA-C, localizado preferentemente en la retina, que es un canal de Cf insensible a
• las drogasque modulan los receptores CABA-A y CABA-B y que es activado
selectivamente por el ácido cis-4-aminocrotónico (Bormann y Feigenspan, 1995).
• 4.1.4.Vías GABAérciicase
• El CABA es el neurotransmisor inhibidor distribuido más ampliamente en el
• cerebro. Mientras que las neuronas monoaminérgicas y colinérgicas constituyen
• poblaciones relativamente pequeñas y loca-lizadas, las neuronas CABAérgicas se
• distribuyen de forma ubicua (Mugnaini y Oertel, 1985; McCeer y McGeer, 1989>.
• Existen, además, regiones cerebrales en las que la gran mayoría de las neuronas
• presentes son CABAérgicas (p.ej. estriado, núcleo pálido, sustancia negra pars









Fig. 3. Esquema de los procesos relacionados con la transmisión gabérgica. O
Síntesis de GABA a partir de glutamato (GLU) tanto en la mitocondria, por acción
de la CABA transaminasa (GABA-T>, como en el citoplasma, por acción de la
glutámico deshidrogenasa (GAD>. El glutamato utilizado procede de la síntesis a
partir de glutamina por acción de la glutaminasa (Gín-asa> o de la síntesis a partir
de glucosa <Gluc) (Pm piruvato>. © Almacenamiento de CABA en vesículas
presinápticas. © Liberación de CABA por exocitosis. © La unión del CABA a
los receptores CABA-A produce la entrada de or en la neurona postsináptica. La
activación de los receptores CABA-E pre- y post-sináptícos disminuye, en
general, la producción de AMPc. © La inactivación del CABA se produce por
recaptación a través de transportadores situados en las terminaciones
presináptícas y en las células gílales. © El CABA recaptado por las células
glíales es transformado en glutamato por acción de la CABA-T y, después, en
glutamina a través de la acción de la glutamina sintetasa (Gln-s). La glutamina
glial es liberada al espacio extracelular y captado por las terminaciones



























































Las neuronas CABAérgicas pueden ser tanto interneuronas, integradas dentro
• de circuitos locales inhibidores, como neuronas de proyección (Fagg y Foster, 1983;
• McGeer y McCeer, 1989>. El CABA está localizado sobre todo en interneuronas en la
• corteza cerebral, el hipocampo, el bulbo olfatorio, el hipotálamo y la retina. También
• existen interneuronas GABAérgicas en el estriado, el tálamo, los colículos superior e
• inferior, el cerebelo y la médula espinal. Las vías de proyección CABAérgicas mejor
• conocidas son las proyecciones de las células cerebelosas de Purkinje y de las
• neuronas estriatonigrales. En los últimos años se han descrito neuronas de
• proyección gabérgicas, incluso en áreas donde había sido postulada su total
ausencia, por ejemplo, en la corteza y el hipocampo (Fagg y Foster, 1983; Mugnaini
• y Oertel, 1985; McCeer y McCeer, 1989).
• Los ganglios basales son la región cerebral que presenta mayor abundancia de
• proyecciones CABAérgicas, formando circuitos complejos donde los procesos de
• inhibición y desinhibición juegan un papel fundamental (Fagg y Foster, 1983;
• Mugnaini y Qertel, 1985; McGeer y McCeer, 1989; Kita, 1993). Se han descrito vías
• de proyección GABAérgica desde el estriado a la sustancia negra y al núcleo pálido y
• desde éste a núcleos talámicos.
e
e
• 4.2. Efectos del envejecimiento sobre la neurotransmisión GABAérgica
Los estudios acerca del efecto del envejecimiento sobre la neurotransmisión
CABAérgica son escasos y sus resultados son poco consistentes.
e
• 4.2.1. Efectos del enveiecímiento sobre la concentración de CABA en muestras de
• teiido cerebral
• A diferencia del glutamato, el CABA no interviene en el metabolismo celular,
• por lo que el estudio de la concentración tisular de GABA nos indicaría la cantidad de
• CABA de que disponen las terminales CABAérgicas. Sin embargo, existen pocos
• estudios que hayan analizado la concentración de CABA en muestras de tejido
• cerebral a lo largo del envejecimiento. Sus resultados, además, son contradictorios.
• Por ejemplo en la corteza prefrontal dorsal se ha descrito un aumento de la
concentración de CABA con la edad (Fornieles et al., 1986), aunque Donzanti y Ung(1990) no han reproducido este hallazgo. En el estriado se han descrito tanto
aumentos de GABA con la edad <Donzanti y Ung, 1990; Strolin Benedetti et al.,
• 1990) como disminuciones (Banay-Schwartz et al., 1989a). En la sustancia negra
• Strolin Benedetti et al. (1990> describen un aumento de la concentración de CABA
• mientras Banay-Schwartz et al. (1989) no detectan cambios.
e
• Por otra parte, la actividad de la enzima de síntesis del CABA, la CAD, no


















4.2.2. Efectos del enveiecimiento sobre la liberación de CABAe
No existen apenas estudios en la bibliografía mostrando los efectos del
envejecimiento sobre la liberación de CABA. Recientemente se ha descrito que tanto
• la liberación basal como la estimulada con K se mantiene inalterada con la edad en
• el estriado de la rata (Porras y Mora, 1995; Corsi et al., 1997).
e
e
• 4.2.3. Efectos del enveiecimiento sobre los receptores CABAérciicos
e
• Los estudios sobre el efecto que el envejecimiento tiene en los receptores de
CABA son también muy escasos. En corteza cerebral parece que el número de
• receptores de CABA-A no varía con la edad (Wenk et al., 1991), aunque se han
descrito modificaciones en sus propiedades (Samochocki y Strosznajder, 1994). En
relación con el receptor GABA-B no se han descrito variaciones de su número en el
• cerebro de la rata durante el envejecimiento (Turgeon y Albin, 1994).e
• En un trabajo reciente, se ha descrito un aumento de la sensibilidad de las
• neuronas de la corteza frontal a la aplicación de bicuculina que indica la existencia
• de un tono GABAérgico aumentado en esta región cortical en las ratas viejas








































• 5. RESUMEN Y PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO DE INVESTIGACIÓNe
• En la última decada, el estudio del envejecimiento cerebral ha cobrado un-gran
• interés debido al progresivo aumento de la edad media de las poblaciones en los
• paises desarrollados, lo que conlíeva el deterioro de las capacidades motoras,
• sensoriales e intelectuales y una mayor susceptibilidad a sufrir enfermedades
• neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson y demencias tipo Alzheimer.
• Las alteraciones bioquímicas e histológicas que tienen lugar durante el
• envejecimiento cerebral tienen como consecuencia el deterioro de circuitos
específicos mediados por determinados neurotransmisores. Los sistemas
aminérgicos, y en particular los dopaminérgicos son, posiblemente, los más
• afectados durante el envejecimiento (ver revisión en.(Joseph et al., 1990; Makman,
• 1993)). También el aminoácido neurotransmisor glutamato se ve afectado durante el
• envejecimiento, principalmente la expresión de sus receptores, aunque en general el
• sistema glutamatérgico presenta una notable estabilidad (ver revisión en <Porras et
• al., 1999)). Ya que no todos los sistemas neurotransmisores son igualmente
• afectados por el proceso de envejecimiento, es probable que el resultado final de
• este proceso sea un cambio en el balance entre dichos sistemas. Es por esto por lo
• que, en los últimos años, el estudio de la interacción funcional de diferentes sistemas
• neurotransmisores, concretamente entre los sistemas glutamatérgicos y
• dopaminérgicos, está cobrando gran relevancia en el proceso de envejecimiento
(Porras y Mora, 1995; Expósito et al., 1995>.
El estudio de la interacción entre glutamato y dopamina, y glutamato y CABA,
en el estriado ha sido el foco de una intensa investigación debido, en parte, a su
• implicación en la patogenia de algunas enfermedades neurodegenerativas como la
• enfermedad de Parkinson (Carlsson y Carlsson, 1990; Greenamyre, 1993). En
• menor medida, también la interacción entre estos neurotransmisores en el núcleo
• accumbens ha sido objeto de intensa investigación. Ambas estructuras, el estriado y
• el núcleo accumbens, presentan características estructurales similares que
• sustentan la existencia de una interacción entre glutamato, dopamina y CABA. En
• concreto, ambas áreas reciben una extensa proyección glutamatérgica desde
• regiones telencefálicas así como una importante aferencia mesencefálica
• dopaminérgica (ver revisión en (Smith y Bolam, 1990; Croenewegen et al., 1991)>. El
estriado recibe aferencias glutamtérgicas desde el cortex, principalmente desde
áreas frontoparietales, y proyecciones dopaminérgicas desde la sustancia negra pars
compacta. Por su parte, el núcleo accumbens recibe aferencias glutamatérgicas
• desde estructuras límbicas como el hipocampo, corteza prefrontal y amigdala,
• mientras que las aferencias dopaminérgicas provienen principalmente del area
• ventrotegmental. Una característica importante de las aferencias glutamatérgicas y
• dopaminérgicas al estriado y el núcleo accumbens es que convergen sobre las
• mismas espinas dendríticas de neuronas GABAérgicas de proyección sin realizar
• contactos sinápticos entre ellas (Bouyer et al., 1984; Freund et al., 1984; Sesack y
• Pickel, 1990; Sesack y Pickel, 1992). La existencia de este patrón sináptico sugiere
• la existencia de interacciones, tanto sinápticas como extrasinápticas, entre











• Diversos estudios ir, vitro e in vivo han sugerido que el glutamato puede
• modular la liberación de dopamina y CABA en el estriado y el núcleo accumbens de
• la rata (ver revisión en (Ruzicka y Jhamandas, 1993)). En efecto, la perfusión local
• de agonistas glutamatérgicos en el estriado y el núcleo accumbens incrementa la
• concentración extracelular de dopamina y CABA <Keefe et al., 1992; Moran et al.,
• 1993; Young y Bradford, 1993; Whitton et al., 1994; Ohno y Watanabe, 1995;
• Kendrick et al., 1996>. Recientemente, hemos mostrado que la perfusión
intraestriatal del agonista NMDA incrementa la concentración extracelular de
dopamina y CABA, así como la de glutamato, y que este efecto esta modulado por el
óxido nítrico (Segovia y Mora, 1998>. Sin embargo, el uso de agonistas
farmacológicos nos da sólo una información parcial de las acciones del glutamato
endógeno sobres otros sistemas neurotransmisores, ya que los agonistas sólo
• actúan sobre un tipo específico de receptor. Una visión más fisiológica nos la daria el
• estudio de las acciones locales del propio neurotransmisor, el cual actuaria sobre
• todos sus receptores. Por eso, la aproximación experimental realizada en la presente
• Tesis Doctoral consistió en el incremento de las concentraciones extracelulares de
• glutamato endógeno, mediante el bloqueo de su recaptura, y el estudio de sus
• efectos sobre otros sistemas de neurotransmisores.
• Para los experimentos descritos en esta Tesis Doctoral, se utilizó la técnica de
microdiálisis en el animal despierto, que nos permitía la administración local, a través
de la cánula de microdiálisis, del bloqueante de la recaptura de glutamato, en este
caso el ácido L-trans-pirrolididin dicarboxilico (PDO), así como la medida simultanea
de los diferentes neurotransmisores estudiados. Diversos estudios han descrito que
• el PDC produce una inhibición selectiva y potente de la recaptura de glutamato sin
• interferir en la unión del glutamato a sus receptores ionotrópicos y metabotrópicos
• (Bridges et al., 1991; Thomsen et al., 1994; Kanai et al., 1994; Balcar et al., 1995) ni
• producir daño neurotóxico (Massieu et al., 1995; Obrenovitch et al., 1996). En
• estudios previos de nuestro laboratorio hemos mostrado que la perfusión
• intracerebral de PDO incrementa la concentración extracelular de glutamato in vivo
• (Segovia et al., 1997; Del Arco y Mora, 1997).
• El objetivo del presente trabajo de investigación fue el estudio de la interacción
• entre glutamato, dopamina y CABA en el estriado y núcleo accumbens de la rata
• despierta, y sus posibles cambios durante el proceso de envejecimiento. Para ello se
estudió el efecto de un incrementó de la concentración de glutamato endógeno,
mediante la perfusión local de PDO, sobre la concentración extracelular de dopamina
y CABA en ratas Wistar macho de diferentes edades. En los distintos grupos de
• edad se correlacionaron los incrementos de la concentración de glutamato y las
• posibles variaciones de la concentración extracelular de dopamina y CABA. También
• se estudió el efecto de la perfusión de PDC en la concentración extracelular de los
• metabolitos de la dopamina, DOPAC y HVA, del precursor de la síntesis de
• glutamato y CABA, glutamina, y de taurina, al que se le han asignado funciones
• neuromoduladoras. Los experimentos realizados fueron los siguientes:
• 1. Estudio del efecto de la perfusión intracerebral de PDO (1, 2 y 4 mM) en el
estriado y núcleo accumbens de ratas jóvenes (2-4 meses).
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• 2. Estudio de la mediación de receptores glutamatérgicos en el efecto del PDC,
• mediante la perfusión local de un antagonista de receptores NMDA, CPP (1 mM),
• y de un antagonista de receptores AMPAlkainato, DNQX (1 mM>, en el estriado y
• núcleo accumbens de ratas jóvenes (2-4 meses).
• 3. Estudio del efecto de la perfusión intracerebral de PDC (1, 2 y 4 mM) en el
• estriado y núcleo accumbens de ratas de edad media (12-14 meses).
4. Estudio del efecto de la perfusión intracerebral de PDC (1, 2 y 4 mM) en el
estriado y núcleo accumbens de ratas viejas (27-32 meses).
• 5. Estudio del efecto de la perfusión intracerebral de PDC <4 mM) en el estriado y
• núcleo accumbens de ratas muy viejas (37 meses).
e
• El efecto del envejecimiento sobre la interacción entre glutamato, dopamina y
• GABA se estudió comparando en los diferentes grupos de edad dos parámetros que
• “cuantifican” la relación entre los incrementos de glutamato y las posibles variaciones
• de la concentración extracelular de dopamina y CABA:
a) la pendiente de la recta de regresión lineal obtenida para la correlación entre las
variaciones de la concentración de dopamina y CABA y los incrementos de
glutamato tras la perfusión local de PDC (1, 2 y 4 mM)e
• b) el cociente entre las variaciones de la concentración de dopamina y CABA y los
• incrementos de glutamato para los máximos incrementos de glutamato (PDC 4
• mM).
• El estudio de los efectos del envejecimiento sobre las posibles variaciones de
• la concentración de DOPAC, HVA, glutamina y taurina tras la perfusión local de PDC
• se realizó siguiendo la misma aproximación estadística. Por último, se estudió






































• Los animales utilizados en los experimentos presentados en esta Tesis
• Doctoral fueron ratas macho de la raza Wistar de cuatro grupos de edad: ratas
• jóvenes de 2 a 4 meses de edad (250-400 g); ratas de edad media de 12 a 14 meses
• de edad <600-750 g); ratas viejas de 27 a 32 meses de edad (600-800 g); y ratas
• muy viejas de 37 mese de edad <600-700 g). Las ratas fueron suministradas por el
Animalario de la Universidad Complutense de Madrid y por el Servicio de Animales
de Experimentación de la Universidad de Cranada.
• Los animales se mantuvieron en jaulas individuales, con acceso a comida y
• bebida ad libitum, en un ciclo luz-oscuridad invertido de 12 h <luz a las 6.30h.,
























2.1. Construcción de implantes para la perfusión intracerebral in vivo
Los implantes empleados para la perfusión intracerebral in vivo fueron
diseñados y construidos en nuestro laboratorio (Segovia et al., 1997) <Fig. 4) y
constan de los siguientes elementos:
• dos piezas acoplables macho-hembra, de metacrilato y nailon respectivamente,
construidas por el Taller de Asistencia Técnica a la Investigación de la
Universidad Complutense de Madrid.
• dos cánulas de acero inoxidable de 20 ga (diámetro exterior de
diámetro interior de 660 mm) y una longitud de 8 mm (guías).
• dos cánulas de acero inoxidable de 24
longitud de 802 mm (fiadores>.
902 mm y
ga (diámetro exterior de 635 mm) y una
• un tornillo de 1 mm de diámetro y 5 mm de longitud.
Pig 4: Esquema del implante. A, imagen de ambas piezas por separado. 6,
acoplamiento de ambas piezas mediante el tornillo lateral de sujecciónEn ambas
imagégenes se puede ver como se inserta la cánula de microdiálisis en el





































































• Las cánulas guía se unen a la base de la pieza de nailon hembra con resma
• epoxi (Araldit®). Este conjunto se implanta en el cráneo de la rata con el propósito
• de orientar el sistema de cánulas de microdiálisis hasta el área cerebral objeto de
• estudio. Hasta el momento del experimento, las cánulas guías permanecen ocluidas
• con los fiadores. Para proceder a la perfusión intracerebral se acopla la pieza de
• metacrilato macho en la pieza de nailon permitiendo que el extremo de la cánula (la
• membrana dialítica> esté protegido durante su inserción. Ambas piezas son
• atravesadas por un orificio perpendicular al eje principal por el que se introduce un
• tornillo, que impide la movilidad de la cánula una vez insertada.
e
2.2. Construcción del sistema de cánulas de microdiálisise
• Las cánulas de microdiálisis han sido construidas según un diseño desarrollado
• previamente en nuestro laboratorio (Segovia et al., 1997). El material utilizado en el
• proceso fue el siguiente:
e
• • dos cánulas de acero inoxidable de 30 ga (diámetro exterior de 305 IJm, diámetro
• interior 152 pm> y longitud de 10 mm
e
• • una cánula de acero inoxidable de 26 ga <diámetro exterior de 457 pm y diámetro
interior de 254 pm) y una longitud de 30 mm
e
• una cánula de acero inoxidable de 20 ga (diámetro externo de 902 ~my diámetro
interno 660 1am) y una longitud de 15 mme
• • un capilar de silica con diámetro externo 144 pm y diámetro interno de 75 íam y
• una longitud de 55 mm (Composite Metal Services LTD.)
e
• • membrana de diálisis de cuprofano con un diámetro de 200 jm, 8-10 mm de
• longitud y un tamaño de exclusión molecular de 5000 Da <Hospal).
e
• La Figura 5 muestra el proceso de construcción de la cánula de microdiálisis;
• A: se une el capilar de silica a una de las cánulas de 30 ga mediante pegamento de
• contacto (Super Glue-3®, Loctite) de manera que la silica sobresalga alrededor de 1
mm por uno de los extremos de la cánula de acero inoxidable. B: por el extremo
contrario de la silica se inserta la cánula de 26 ga. C: el conjunto de cánulas y silica
se inserta en la cánula de 20 ga añadiendo, pegada a la primera, la otra cánula de
• 30 ga doblada en ángulo. Los extremos de la cánula de 20 ga son sellados con
• resma epoxi (Araldit®) de manera que quede una cámara en el interior. D: se corta el
• extremo más largo de la silica a una longitud de 4.5 mm; bajo una lupa y con ayuda
• de un hilo de tungsteno se introduce la membrana de diálisis dejando un espacio de
• 0.5 mm entre el extremo de la silica y el extremo de la membrana de diálisis de
• forma que queden 2 mm de superficie de intercambio. Ambos extremos de la












Fig. 6: Proceso de construcción de la cánula de microdiálisis (ver texto).
2.3. Preparación de Equ¡thesin
El anestésico Equithesin fue preparado en nuestro laboratorio, a partir del
siguiente proceso secuencial
• disolver 21.25 g de hidrato de cloral en 49.4 mIde etanol absoluto.
• añadir 4.86 g de pentobarbital sódico disueltos previamente en 21 fil de agua
bidestilada
• agregar 198 mIde 1,2-propilénglicol.
• añadir 10.63 g de sulfato magnésico disueltos previamente en 50 ml de agua
bidestilada y agua bidestilada c.s.p. 500 ml.




































































e Material y Métodos
e
• 3. MÉTODOS EXPERIMENTALES
e
e
• 3.1. Procedimiento quirúrgico: estereotaxia
e
• Los implantes para la perfusión intracerebral ir, vivo fueron estereotáxicamente
e implantados en el cerebro del animal mediante intervención quirúrgica. El material
empleado en dicha intervención fue el siguiente:
• estereotáxico para roedores (David Kopf lnstruments 900).e
• • bisturí (hoja Aesculap® BB51 5).
e
• • pinzas hemostáticas.
e
• • Espongostan Film® (Ferrosan).
• • motor porta brocas (Casali DSE-47>.
e
e • broca de 1 mm de diámetro.
• tornillos de 1.4 mm de diámetro.e
• • aguja de insulina (25 ga).e
• • destornillador de relojero.
e
• • espátula recta.
e
• • resma acrílica Denture Base Quick® (Ivoclar).
e
• • tornillo de 3 mm de diámetro y 20 mm de longitud.
El instrumental quirúrgico, así como el implante que se va a colocar en el
animal, se mantienen en una solución antiséptica (Armil al 1 por 1000> durante toda
la intervención.e
• Antes de comenzar la operación, se controla el peso de la rata y
• posteriormente es anestesiada con Equitesin <2 mg/kg. intraperitoneal). Tras inducir
• una anestesia profunda en el animal (desaparición del reflejo corneal), éste se coloca
• en el estereotáxico fijando el maxilar superior a 4 mm por debajo de la línea
• interaural. Mediante una incisión longitudinal de la piel se deja al descubierto la
• calota del animal. Se abre al campo quirúrgico mediante pinzas hemostásicas y tras
• controlar la hemorragia secundaria al corte de los tejidos, se localiza el punto
• Bregma <punto de coincidencia de las suturas interparietal y frontoparietal). Este
• punto se utiliza como referencia para calcular dos de las coordenadas estereotáxicas
correspondientes al área cerebral objeto de estudio: + 0.6 mm en el eje ántero-













• Material y Métodos
e
ánteroposterior y ±1.6 mm en el eje lateral para el núcleo accumbens (Kónig y
• Klippel, 1967).e
• A continuación, se realizan 4 orificios en el hueso, dos para el emplazamiento
• de los tornillos de fijación, y otros dos a través de los cuales pasan las cánulas guías.
• Es importante dejar la duramadre intacta al perforar los 2 últimos orificios puesto que
e es la referencia para calcular la tercera coordenada esterotáxica, ventral, a -2.8 mm
• tanto para el estriado como para el núcleo accumbens <Kónig y Klippel, 1967).
Posteriormente, se rasga la duramadre con la punta de una aguja de insulina y
se introduce el implante hasta el punto calculado.e
El implante se fija a la calota con resma acrílica, de forma que queden
• englobados los tornillos de fijación, la base del implante y la cabeza del tornillo de 3
• mm de diámetro, colocado en la parte posterior del implante con el fin de anclar el
• sistema de perfusión al mismo durante el experimento. Al endurecerse la resma se
• forma un sólido bloque que fija perfectamente el conjunto a la calota del animal.
e
e Antes de retirar a la rata del estereotáxico se introducen los fiadores en las
• guías para evitar su oclusión por restos de hemorragia o de tejido. Tras la operación
• quirúrgica el animal es mantenido en su jaula; se hace un seguimiento diario de su
• peso y del estado de la herida. Los fiadores se movilizan diariamente y se limpian
con etanol al 70% con el propósito de mantener desinfectadas las cánulas guías.
e
e 3.2. Perfusión intracerebral in vivo: microdiálisise
• La perfusión intracerebral in vivo se lleva cabo mediante el sistema de cánulas
• de microdiálisis descrito anteriormente. Este sistema permite el paso continuo de un
• líquido de perfusión a través de la membrana de diálisis ubicada en el área del
• cerebro estudiada. La cánula recoge las sustancias químicas presentes en el líquido
• intersticial merced a su paso a través de la membrana dialitica a favor de gradientes
• de concentración. Asi se obtienen las muestras que posteriormente serán analizadas
• con el fin de cuantificar los componentes neuroquimicos extraídos. La longitud final
e de las cánulas se ajustó para que la membrana de diálisis se sitúe en el área deinteres <la posición del extremo de la cánula fue: -5 mm para el estriado y -7.5 mm
para el núcleo accumbens (Kónig y Klippel, 1967)).
Entre 3 y 4 días después de la intervención quirúrgica se llevaron a cabo los
• experimentos de microdiálisis durante la fase de oscuridad del ciclo. El líquido de
• perfusión utilizado es un líquido cefalorraquideo sintético (LCRs>, cuyo pH es de 7.3
• y cuya composición fue: NaCí 137 mM; KCI 3 mM; CaCI2 3.4 mM; MgSO4l mM;
• NaH2PO4 0.5 mM; Na2HPO4 2 mM; Clucosa 3 mM. El flujo de perfusión fue 2.5
• mí/mm.
e
• El experimento comienza con la puesta a punto del sistema de perfusión, que










• una bomba de infusión Harvard 22
• dos jeringas Hamilton de 2.5 ml
• una válvula Harvard HV 4-4 de cuatro vías
• un soporte giratorio (swivel>, diseñado y construido en el propio laboratorio, al
que se une el sistema de anclaje al implante del animal
• tubos de polietileno de 20 y 26 ga
• una cánula de microdiálisis.
Una vez conectados todos los elementos del sistema como se muestra en la
Figura 6, se colocan en la bomba de perfusión las jeringas cargadas con los liquidos
de perfusión, y se inicia la perfusión de LCR a través de la cánula con el objetivo de
crear una presión hidrostática sobre la membrana que proporcione rigidez suficiente
para evitar su colapso durante la inserción en el tejido cerebral. Una vez insertada la
cánula, se lleva a cabo el anclaje del sistema de perfusión al implante, para que el
movimiento del animal se sincronice con el movimiento del swivel, permitiendo así el
libre movimiento del animal. Finalmente se fija la cánula de microdiálisis con el
tornillo perpendicular del implante <Figura 1).
Fig. 6: Representación esquemática del sistema completo utilizado para• la
realización de los experimentos mediante la técnica de microdiálisis. A, bomba de
infusión; B, válvula de cuatro vías; C, swivel; D, cánula de microdiálisis; E,






























































• Material y Métodos
e
• Tras la inserción de la cánula en el cerebro del animal, se dejan transcurrir 3 h.
antes de empezar la recogida de muestras, con el fin de permitir la estabilización de
• las concentraciones de aminoácidos y catecolaminas presentes en el espacio
• extracelular. Tras este periodo de estabilización se recogieron muestras cada 15 mm
• durante 240 mm. Las muestras obtenidas son almacenadas a -80 0C hasta el
• momento de su análisis.
e
El protocolo de perfusión utilizado es el siguiente:
10 Periodo de estabilización (180 mm).e
2~ Periodo de control (60 mm), en el que se recogieron 4 muestras control para
determinar la concentración extracelular basal de las sustancias analizadas.
• 30 Periodo de preestímulo (60 mm>, en el que mediante un giro de la válvula del
• sistema, se perfundieron los antagonistas de receptores glutamatérgicos, en los
• grupos experimentales correspondientes.
e
• 40 Periodo de estímulo (60 mm>, en el que mediante un giro de la válvula del
• sistema, se perfundió el PDO (1, 2 y 4 mM>
e
50 Periodo de postestímulo <60 mm), en el que se estudia el efecto postestímulo
de la perfusión de PDC.
e
• 3.3. Análisis de neurotransmisores por cromatografia liquida de alta
• resolución (HPLC)
e
• De las muestras recogidas en los experimentos de perfusión se separaron dos
• alícuotas antes de ser almacenadas -80 oC: una alícuota de 5 pl para el análisis de
• aminoácidos; y otra de 25 pl para el análisis de catecolaminas
e
e
e 3.3.1.Detección de aminoácidos por HPLC
Los aminoácidos presentes en las muestras recogidas del tejido cerebral in
vivo han sido analizados mediante HPLC de fase reversa acoplado a un detector
• fluorométrico, según el método usado previamente en el laboratorio (Segovia et al.,
• 1994; Segovia et al., 1997; Segovia y Mora, 1998).e
e
• 3.3.1.1. Derivatización de la muestra.
• Para la detección y cuantificaciónb de los aminoácidos presentes en las

















• La preparación del reactivo OPA-3-mercaptopropiónico requiere los siguientese
e componentes:
• • ácido 3-mercaptopropiónico (Sigma)
e
• • borato sódico (Na2B4O710H2O) (Merck)
e
• • metano! grado HPLC (Scharlau>
• O-ftaldialdehído (OPA) (Sigma)
Se disuelven 32 mg de OPA en 800 pl de metanol, a lo que se añaden 7140 pl
de una solución tampón de borato sódico 0.1 M ajustada a un pH de 9.5.
• Posteriormente se añaden 54 pl de ácido 3-mercaptopropiónico. La solución debe
conservase a temperatura ambiente en un frasco opaco y cerrado. El reactivo es útil
• durante 15 días, aproximadamente.
e
• La derivación precolumna se realiza llevando a cabo secuencialmente los
• siguientes pasos: a una alícuota de 5 pl de muestra se le incorporan 5 pl de estándar
• interno (homoserina 6.25 pM). Posteriormente se añaden 10 pl del reactivo OPA-3-
• mercaptopropiónico. Esta mezcla se agita en un vórtex durante 15 segundos para
• favorecer la reacción. Al completarse 1 minuto desde la adición del reactivo se
añaden 5 ml de una solución de ácido acético al 5% con el fin reducir el pH de la
reacción (el pH óptimo de la misma es 8-9> y, por lo tanto, de detenerla.
e
• Finalizada la derivatización, se inyectan en el cromatógrafo 20 ial de la solución
e obtenida en un inyector tipo Rheodyne <loop de 20 pl). La muestra pasa por una
• precolumna CiS Spherisorb® <Phase Separations) y después por una columna
• Spherisorb® ODS-2 (Phase Separations> con un tamaño de partícula de 5 pm, un
• diámetro de 4.6 mm y una longitud de 15cm.
e
e
• 3.3. 1.2. Condiciones cromatográficas.
e Con el fin de lograr una separación entre picos bien definida, se ha empleado
• un programa de gradientes de dos fases móviles con un flujo constante de 1 mí/mm.
Los reactivos empleados en la preparación de las dos fases móviles utilizadas
• fueron los siguientes:e
• • agua ultrapura obtenida de un sistema de purificación Milli-Q Plus® (Millipore) y
• filtrada posteriormente (filtro de 0.45 1am. de poro, Millipore)
• • alcohol isopropílico grado HPLC (Scharlau)
e
• • metano! grado HPLC (Scharlau)
e








• NaOH en lentejas (Merck>
• ácido acético (Merck)
La fase móvil A consiste en una solución 95/5 (y/y) de tampón acetato sódico
50 mM y metanol, a la cual se añaden 12.5 ml de alcohol isopropilico por cada litro
de mezcla. El tampón acetato sódico se prepara a partir de una solución de acetato
sódico 4 M, ajustada a un pH= 5.67 con NaOH y acético glacial, y posteriormente
filtrada (filtro de 0.45mm, Millipore). La fase móvil B es una solución 70/30 (y/y) de
metanol y agua.
Previamente a su utilización, ambas soluciones se introdujeron en un baño de
sonicación durante 15 mm para su degasificación. Posteriormente se colocaron en el
cromatógrafo; durante el proceso de análisis el flujo de helio fue de 10 mí/mm.
Se estableció un programa de gradiente de paso de ambas soluciones,
presentado en la tabla 1. Los 16 primeros mm. de este programa son el tiempo de
análisis de la muestra; los 4 mm. siguientes permiten recuperar al sistema las
condiciones de inicio.
Tabla 4: Programa g a e es para el análisis de aminoácidos
Tiempo (mm.> (m m .) Fase A (%) Fase B (%)
000 1 00 90 10
9.00 1 00 52 48
12.00 1 00 0 100
16.00 100 0 100
16.01 1 00 90 10
20.00 1 00 90 10
La detección de los
fluorescencia Waters 474
460 nm.
aminoácidos OPA-derivados se realizó
con un filtro de excitación de 340 nm y
con un detector de
un filtro emisión de
Los datos cromatográficos han sido procesados usando el programa
informático MAXIMA® 820 (Waters). Las concentraciones de aminoácidos son
























































3.3.1.3. Factor de dilución.
El hecho de realizar una derivatización precolumna de la muestra obliga a
calcular el factor de dilución o volumen real de muestra que se encuentra en la
solución inyectada. De acuerdo al método usado en nuestro laboratorio, 5p1. de
muestra se diluyen en un volumen final de 25 pl., de los cuales se inyectan 20 pl. en
el cromatógrafo. El volumen total de muestra inyectado resultó ser, por tanto, de 4 pl.
El factor de dilución se calcula hallando el cociente entre el volumen total de muestra
inyectado y el volurr~en final inyectado, resultando ser de 4/20 = 0.2. La
concentración real de cada aminoácido en la muestra se calculó dividiendo la
concentración cuantificada en la solución inyectada de dicho aminoácido por el factor
de dilución 0.2.
3.3.1.4. Calibración.
La calibración se realiza con el fin de proporcionar al programa los valores de
referencia de los tiempos de retención, así como los factores de respuesta de cada
aminoácido analizado. El tiempo de retención de cada sustancia es el tiempo medio
que tarda en salir de la columna del cromatógrafo y es utilizado por el programa
informático para identificarla. El factor de respuesta de cada sustancia pone en
relación las concentraciones conocidas de esta sustancia y del estándar interno con
las áreas de los picos cromatográficos.
Para la calibración del cromatógrafo, se prepararan soluciones patrón con cada
uno de los aminoácidos analizados a partir de las soluciones madre. La calibración
se realiza inyectando en el cromatógrafo 5 patrones, a concentraciones diferentes(0.25, 0.5, 1, 5, 10 y 20 pM>. El límite de detección fue de 0.05 pM para todos los
aminoácidos.
3.3.1.5. Cálculo del coeficiente de variaciór,.
Para calcular la variación intrínseca propia del método de análisis se inyectan
en el cromatógrafo 6 alícuotas de una solución patrón 1 pM. Puesto que estas
inyecciones son realizadas por el mismo experimentador y en las mismas
condiciones, las posibles diferencias obtenidas han de ser debidas a la variabilidad
propia del método. Los coeficientes de variación (CV> obtenidos para cada
aminoácido se expresan en la Tabla 5.
Tabla 5: Coeficientes de variación de aminoácidos
AMINOÁCIDO n MEDIA 5 CV.
GABA 6 1.199 0.108 9.018%
TAU 6 1.271 0.097 7.660%
GLU 6 1.256 0.075 5.272%














































3.3.1.6. Linealidad del análisis cromatográfico.
Para determinar la linealidad del método de análisis cromatográfico utilizado se
inyectan en el cromatógrafo soluciones patrón con concentraciones variables de los
aminoácidos a analizar. La representación gráfica de la relación entre el cociente
área aminoácido/área del estándar interno (eje de ordenadas> y la concentración de
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Fig. 7: Curva de linealidad obtenida para los aminoácidos CABA,
glutamina bajo las condiciones cromatográficas descritas en el texto.
glutamato y
3.3.2. Detección de catecolaminas por HPLC
Las catecolaminas presentes en las muestras recogidas del tejido cerebral ir,
vivo han sido analizados mediante HPLC de fase reversa acoplado a un detector
electroquímico según el método usado previamente en el laboratorio (Segovia y
Mora, 1998).
La muestra se inyecta en un inyector Rheodyne (loop de 25 pl>, pasando
primero a través de una precolumna CíS Nova-Pak® (Waters) con un tamaño de
partícula de 4 pm, un diámetro de 3.9 mm y una longitud de 20 mm; posteriormente
la muestra corre a través de una columna C18 Nova-Pak® <Waters> con tamaño de
partícula de 4 pm y unas dimensiones de 3.9X1 50 mm.
3.3.2.1. Condiciones crornatográficas.
Para la separación de catecolaminas se ha utilizado un programa isocrático,























































• Material y Métodos
• de la dopamina y sus metabolitos en 8.50 mm. Para preparar la fase móvil se
requieren los siguientes componentes:
e
• • metanol grado HPLC (Scharlau>
e
• • tampón acetato-citrato 0.1 M
La fase móvil consiste en una solución 82/18 (y/y> de tampón y metanol. El
tampón acetato-citrato se prepara disolviendo en agua ultrapura (ver apartado
3.3.1.2), acetato sódico 0.1M <Merk), ácido cítrico 0.1 M (Merk>, sulfonato sódico 2.9
• mM <Scharlau) y EDTA lmM (Sigma) <pH 3.48, ajustado con HCI 1 N). Previamente
• a su utilización, el tampón es filtrado (filtro 0.45 mm, Millipore).
e
• Antes de colocarla en el cromatógrafo, la solución se introduce en un baño de
• sonicación durante 15 mm para su degasificación.
9 La detección de las catecolaminas se realiza con un detector electroquímico
• Coulochem II 5200A (ESA). Éste consta de una célula de guarda (ESA 5021), fijada
• a 50 mV., y dos células analíticas (5011) a 340 mV. (célula 1 o de oxidación) con una
• sensibilidad de 2 pA, y —250 mV., con una sensibilidad de 5 nA <célula 2 o de
• reducción). Se utilizan dos células analíticas debido a la diferencia de
concentraciones entre la dopamina <rango de nM) y sus metabolitos (rango de pM),
lo que complica su detección con una única célula.
• Los datos cromatográficos han sido procesados usando el programa




• La calibración se realiza con el fin de proporcionar al programa los valores de
• referencia de los tiempos de retención, así como los factores de respuesta de cada
• catecolamina analizada. El tiempo de retención de cada sustancia es el tiempo
medio que tarda en salir de la columna del cromatógrafo y es utilizado por el
• programa informático para identificarla. El factor de respuesta de cada sustancia
pone en relación las concentraciones conocidas de esta sustancia con las áreas de
los picos cromatográficos.
• Para la calibración del cromatógrafo, se prepararan soluciones patrón con cada
• una de las catecolaminas analizadas a partir de las soluciones madre. La calibración
• se realiza inyectando en el cromatógrafo patrones con diferentes concentraciones
• de los metabolitos (100, 200, 400, 800 y 1600 nM) y de dopamina (0.5, 1, 2 y 4 nM).
• El limite de detección en las muestras es de 0.25 nM para dopamina, 0.5 nM para










3.3.1.3. Cálculo del coeficiente de variación.
Para calcular la variación intrínseca propia del método de análisis se inyectan
en el cromatógrafo 6 alícuotas de una solución patrón de 1 nM de dopamina. Puesto
que estas inyecciones son realizadas por el mismo experimentador y en las mismas
condiciones, las posibles diferencias obtenidas han de ser debidas a la variabilidad
propia del método.
Los coeficientes de
expresan en la Tabla 6.
variación <CV) obtenidos para cada catecolamina se
Tabla 6: Coeficiente de variación de catecolaminas
CATECOLAMINAS n MEDIA 5 CV.
Dopamina 6 0.98 0.11 11.59%
DOPAC 6 135.30 2.54 1.88%
HVA 6 66.44 4.76 7.17%
3.3.1.4. Linealidad del análisis cromatográ fico
Para determinar la linealidad del método de análisis cromatográfico utilizado se
inyectaron en el cromatógrafo soluciones patrón con concentraciones variables de
las catecolaminas a analizar. La representación gráfica de la relación entre el área
bajo la curva de cada catecolamina (eje de ordenadas) y la concentración inyectada
(eje de abcisas) se ajusta a una línea recta.
(nN»
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• Material y Métodos
3.4. Histología
• Una vez finalizados los experimentos, se comprueba la correcta localización de
• las cánulas de diálisis mediante el estudio histológico de las piezas cerebrales.
e El material empleado para el estudio histológico de las piezas es el siguiente:
e
• • NaCí (Merck)
• formaldehído 35-40% <Panreac)
• • heparina 5% (Leo)
o
• • microtomo de congelación Leitz (Wetzlar)
e
• lupa binocular (Zeiss>.
e
• El animal es anestesiado con Equithesin (2 ml/kg i.p.). A continuación se
• realiza una perfusión intracardiaca con solución salina isotónica <NaCí 0.9%)
• heparinizada al 1%, seguida de una solución de formaldehído al 10%. Una vez fijado
el tejido, se extrae el cerebro y se mantiene en una solución de formaldehído al 10%
a40C.
• Antes de colocarla en el microtomo la pieza es lavada con agua abundante
para eliminar el formaldehído. Se obtienen muestras de 50 pm de espesor que se





















• Material y Métodos
• 4. MÉTODOS ESTADíSTICOS
O Para el análisis estadístico de los datos se han utilizado los siguientes métodos
• en función de los datos estudiados:
• a) Factorial dos direcciones, dosis-tiempos (3x16> y dosis tratamientos <3x16), para
el análisis del efecto de la perfusión intracerebral de diferentes dosis de PDC <1,0 2 y 4 mM), así como el efecto de la perfusión de antagonistas glutamatérgicos en
las acciones del PDC <4 mM).
e b) Coeficiente de correlación de Pearson y test de independencia para el estudio en
• los distintos grupos de edad de la posible dependencia entre los incrementos de
• la concentración de glutamato y las posibles variaciones de la concentración
• extracelulares de dopamina, CABA, DOPAC, HVA, taurina y glutamina. Las
• variaciones de la concentración de las sustancias medidas se calcularon como la
• diferencia entre la media de las muestras en las que se perfundió el PDO (1 hora)
• y la media de cuatro muestras control (1 hora). Para la glutamina, sin embargo,
• los efectos del PDC se calcularon como la media de todas las muestras tras el
• comienzo de la perfusión de PDO (2 horas) menos la media de ocho muestras
• control (2 horas). Dado el reducido número de animales muy viejos, se analizó
conjuntamente el grupo de ratas viejas y muy viejas. También se realizó un
análisis de correlación para el estudio de la posible dependencia de los cocientes
entre las variaciones de dopamina, CABA, DOPAC, HVA, taurina y glutamina y
• los incrementos de glutamato para los máximos incrementos de glutamato (PDO
• 4 mM) con la edad, así como de dependencia de la concentración extracelular
• basal de las sustancias medidas con la edad. El calculo de los efectos del PDO
• se realizó según se describe en este punto.
e
• c) Regresión lineal por el método de mínimos cuadrados y comparación de las
• pendientes obtenidas para la estudio en los distintos grupos de edad estudiados
• de la variación de la relación entre los incrementos de glutamato y las posibles
• variaciones de la concentración extracelulares de dopamina, CABA, DOPAC,
• HVA, taurina y glutamina. El calculo de los efectos del PDO se realizó según se
describe en el punto b). Dado el reducido número de animales muy viejos, se
analizó conjuntamente el grupo de ratas viejas y muy viejas.
d) ANOVA de una vía para el estudio en los diferentes grupos de edad del cociente
• entre las variaciones de dopamina, CABA, DOPAO, HVA, taurina y glutamina y
• los incrementos de glutamato para los máximos incrementos de glutamato (PDO
• 4 mM>, así como de la concentración extracelular basal de las sustancias





































































• Los resultados obtenidos en los experimentos realizados para esta Tesis
Doctoral se han agrupado en bloques en función del grupo experimental estudiado y
• del diferente tratamiento farmacológico (el protocolo de perfusión intracerebral usado
• en todos los experimentos se describe en el apartado 3.2 de la sección “Material y
• Métodos”):
e
• - Bloaue 1: efecto de la perfusión intracerebral de PDO sobre glutamato,
e dopamina, DOPAC, HVA, CABA, taurina y glutamina en el estriado y el núcleo
• accumbens de ratas jóvenes (2-4 meses).
- Bloaue 2: efecto de la perfusión intracerebral de un antagonista de receptores
e glutamatérgicos del tipo NMDA, ácido 34<R>-2-carboxipiperazin-4-il]-propil-1-
• fosfónico (CPP) (1 mM), y del tipo AMPA/kainato, 6,7-dinitroquinoxali-2,3-diona
e <DNQX> (1 mM) sobre las acciones del PDC en ratas jóvenes (2-4 meses).
- Blooue 3: efecto de la perfusión intracerebral de PDC sobre glutamato,
• dopamina, DOPAC, HVA, CABA, taurina y glutamina en el estriado y el núcleo
• accumbens de ratas de edad media (12-14 meses).
e
• - Bloaue 4: efecto de la perfusión mntracerebral de PDO sobre glutamato,
dopamina, DOPAC, HVA, CABA, taurina y glutamina en el estriado y el núcleo
accumbens de ratas de edad vieja (27-32 meses) y muy vieja (37 meses>.
• En estos bloques los resultados se presentan en forma de gráficas. En el texto
• los datos de concentración se expresan en valores absolutos como media±E.E.M.
• Las gráficas muestran, también en valores absolutos (media±E.E.M.),la dinámica
• temporal de las concentraciones extracelulares de aminoácidos y catecolaminas en
• condiciones basales y tras los tratamientos farmacológicos. En los bloques 1, 3 y 4
• también se muestran la correlación entre los efectos del PDO sobre aminoácidos y
0 catecolaminas y la dosis de PDC (para el glutamato) o los incrementos de glutamato
• (para el resto). En el bloque 2 se muestra también la comparación entre el efecto de
• la perfusión de PDO solo y de PDO más CPP o DNQX. Los datos se muestran en
valores relativos (media±E.E.M.)tomando como 100% el efecto del PDO sin
tratamiento con CPP y DNQX.
Finalmente, en los dos últimos bloques de los resultados se resume el efecto
• del envejecimiento sobre aminoácidos y catecolammnas:
• - Blociue 5: estudio del efecto del envejecimiento sobre la concentración
• extracelular de glutamato, dopamina, DOPAC, HVA, CABA, taurina y glutamina
• en el estriado y el núcleo accumbens de la rata despierta.
e
• - Blociue 6: estudio del efecto del envejecimiento sobre las interacciones entre
• glutamato, dopammna, DOPAC, HVA, CABA, taurina y glutamina en el estriado y














• En este último apartado se muestran gráficas comparando las rectas de
• regresión obtenidas en los diferentes grupos de edad para las correlaciones
• descritas en los bloques anteriores, así como gráficas comparando el cociente entre
el efecto del PDC en aminoácidos y catecolaminas y el efecto del PDC en glutamato
• en los diferentes grupos de edad (ver sección “Métodos Estadísticos” en “Material y




















































e 1. EFECTO DE LA PERFUSIÓN INTRACEREBRAL DE PDC EN EL ESTRIADO Y







La concentración extracelular basal de glutamato en el estriado de ratase jóvenes fue 0.72±0.18pM.
e
• La perfusión intraestriatal de PDO (1, 2 y 4 mM) incrementó la concentración
extracelular de glutamato (Fig. 9). El incremento medio de la concentración de
e glutamato fue: 4.32±0.71pM (PC 0.001) para la dosis de 4 mM, 2.52±0.41pM (pc
• 0.001) para la dosis de 2 mM y 1.15±0.20pM <PC 0.05) para la dosis de 1 mM (Fig.
• 9A>. El incremento de la concentración de glutamato se correlacionó con la dosis de




La concentración extracelular basal de glutamato en el núcleo accumbens de
• ratas jóvenes fue 0.26±0.04pM.e
• Al igual que en el estriado, la perfusión en el núcleo accumbens de PDC (1, 2 y
• 4 mM) incrementó la concentración extracelular de glutamato (Fig. 10). El incremento
• medio de la concentración de glutamato fue: 3.76±0.41pM (PC 0.001) para la dosis
• de 4 mM, 1.63±0.23pM (PC 0.001 )para la dosis de 2 mM y 1.20±0.091aM (PC 0.001)
e para la dosis de 1 mM (Fig. 10>. El incremento de la concentración de glutamato se
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Figura 9: Efecto de la perfusión en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM> sobre la
concentración extracelular de glutamato en ratas jóvenes (2-4 meses> (A> (* p<
0.05 comparado con su control>. (B> correlación entre los incrementos de






































































































Figura 10: Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM>
sobre la concentración extracelular de glutamato en ratas jóvenes (2-4 meses>
(A> ( p< 0.05 comparado con su control>. (B) correlación entre los incrementos





















































































La concentración extracelular basal de dopamina y sus metabolitos DOPAC y
• HVA en el estriado de ratas jóvenes fue 0.51±0.08nM, 296.26±36.12 nM y
• 105.68±11.38nM, respectivamente.
e La perfusión intraestriatal de PDC (4 mM) produjo un incremento de la
e concentración extracelular de dopamina de 6.08±1.88nM <Pc 0.001) <Fig. líA).
PDC, a la dosis de 2 mM, produjo un incremento no significativo de la concentraciónde dopamina de 0.25±0.09nM (Fig. líA). Las dosis de 1 mM de PDC no modificó
significativamente la concentración de dopamina (Fig. líA>. Como se puede ver en
• la Figura 118, los incrementos de dopamina se correlacionaron significativamente
• con los incrementos de glutamato (r= 0.77; pc 0.001) (Fig. 118>. El análisis
• estadístico posterior a través del calculo del coeficiente de correlación parcial mostró
• que la correlación entre los incrementos de dopamina y de glutamato en ratas
• jóvenes fue independiente de la dosis de PDC utilizada (r= 0.70; pc 0.001). [NOTA:
• el coeficiente de correlación parcial obtenido a partir de todos los datos en el estudio
e fue r= 0.62 (Pc 0.001)].
e
La perfusión en el estriado de PDC (4 mM) disminuyó la concentración
e extracelularde DOPAC y HVA <Fig. 12 y 13). El descenso medio de la concentración
e de DOPAC y HVA fue de 61 .76±15.88nM (pc 0.001) y 26.22±5.57nM (pc 0.001>,e respectivamente <Fig. 12A y 13A>. El PDC a las dosis de 1 y 2 mM no modificó
e significativamente la concentración de DOPAC y HVA (Fig. 12A y 13A). Los
• descensos de DOPAC y HVA se correlacionaron significativamente con los
• incrementos de glutamato: r0.61 (pc 0.001) (Fig. 12B y 13B), sugiriendo que estos
descensos han sido producidos por el glutamato. Los coeficientes de correlación
• parcial entre los descensos de DQPAC y HVA y los incrementos de glutamato fueron
e r= 0.48 (pc 0.01) para el DOPAC y r= 0.34 <ns.) para el HVA, indicando que la
e correlación entre los descensos de DOPAC, pero no los de HVA, y los incrementos
e de glutamato en ratas jóvenes fue independiente de la dosis de PDC. [NOTA:los
e coeficientes de correlación parcial obtenidos a partir de todos los datos en el estudio




• La concentración extracelular basal de dopamina y sus metabolitos DOPAC y
• HVA en el núcleo accumbens de ratas jóvenes fue 0.72±0.13nM, 350.98±45.50nM y
e 83.16±6.84nM, respectivamente.
e
e La perfusión en el núcleo accumbens de PDC <4 mM> produjo un incrementoe de la concentración extracelular de dopamina de 4.34±0.86nM (pc 0.001) (Fig. 14A).















concentración de dopamina de 0.75±0.35nM y 0.72±0.46nM, respectivamente (Fig.
e 14A>. Los incrementos de dopamina se correlacionaron significativamente con los
e incrementos de glutamato (r 0.78; p< 0.001) (Fig. 14B), lo cual sugiere que los
• incrementos de dopamina han sido producidos por el glutamato. El coeficiente de
• correlación parcial entre los incrementos de dopamina y de glutamato independiente
• de la dosis de PDC utilizada fue r 0.49 (n.s.). [NOTA:el coeficiente de correlación
• parcial obtenida a partir de todos los datos en el estudio fue r 0.54 (Pc 0.001)].
e
• La perfusión en el núcleo accumbens de PDC (4 mM) disminuyó la
concentración extracelularde DQPAC y HVA (Fig. 15 y 16). El descenso medio de la
concentración de DOPAC y HVA fue de 94.67±21.66nM (pc 0.001) y 30.56±5.23nM
(p< 0.001) respectivamente (Fig. iSA y 16A>. El PDC a la dosis de 2 mM produjo un
e descenso no significativo en la concentración de DOPAC y HVA de 66.85±25.98nM
y 11.80±5.12nM, respectivamente (Eig. iSA y 16A). Los descensos de DOPAC y
• HVA se correlacionaron significativamente con los incrementos de glutamato. (Fig.
• 1SB y 16B), sugiriendo que estos descensos han sido producidos por el glutamato.
• Los coeficientes de correlación parcial entre los descensos de DOPAC y HVA y los
• incrementos de glutamato fueron r= 0.14 (ns) para el DOPAC y r 0.05 <ns.) para el
• HVA, indicando que la correlación entre los descensos de DOPAC y HVA y los
e incrementos de glutamato en ratas jóvenes no fue independiente de la dosis de PDC.
e [NOTA:las correlaciones parciales obtenidas a partir de todos los datos en el estudio



































r 0.77 (p< .001)
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Figura 11: Efecto de la perfusión en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentración extracelular de dopamina en ratas jóvenes (2-4 meses> <A) ( pc
0.05 comparado con su control). <B> correlación entre los incrementos de
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Figura 12: Efecto de la perfusión en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM> sobre la
concentración extracelular de DOPAC en ratas jóvenes (2-4 meses) (A> < pc
0.05 comparado con su control). (9> correlación entre los descensos de DOPAC
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Figura 13: Efecto de la perfusión en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM> sobre la
concentración extracelular de HVA en ratas jóvenes (2-4 meses) (A) ( p< 0.05
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Figura 14: Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM>
sobre la concentración extracelular de dopamina en ratas jóvenes (2-4 meses>
(A> < p< 0.05 comparado con su control). (6> correlación entre los incrementos
de dopamina y los incrementos de glutamato.
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Figura 15: Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM>
sobre la concentración extracelular de DOPAC en ratas jóvenes (2-4 meses> (A>
< p< 0.05 comparado con su control). (B) correlación entre los descensos de
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Figura 16: Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM>
sobre la concentración extracelular de HVA en ratas jóvenes (2-4 meses> (A) (
~C 0.05 comparado con su control>. <B> correlación entre los descensos de HVA y














































































• La concentración extracelular basal de GASA en el estriado de ratas jóvenes
• fue 0.11±0.01pM.
e
• La perfusión intraestriatal de PDC <4 mM) produjo un incremento de la
concentración extracelular de CABA de 0.28±0.07pM (p< 0.001) (Fig. 17A). PDC a
la dosis de 2 mM produjo un incremento no significativo de 0.09±0.03pM (Fig. 17A).
La dosis de 1 mM de PDC no modificó significativamente la concentración de CABA
• (Fig. 17A>. La Figura 178 muestra la correlación entre los incrementos de CABA y
e o los incrementos de glutamato (r= 0.90; Pc 0.001). La existencia de esta correlación
• sugiere que los incrementos de CABA han sido producidos p& el glutamato. El
• análisis estadístico posterior a través del calculo del coeficiente de correlación parcial
• mostró que la correlación entre los incrementos de GASA y de glutamato en ratas
• jóvenes fue independiente de la dosis de PDC utilizada (r= 0.87; p< 0.001). [NOTA:
• el coeficiente de correlación parcial obtenido a partir de todos los datos en el estudio
e fue r 0.70 (Pc 0.001)].
e
e Núcleo accumbense
e La concentración extracelular basal de CABA en el núcleo accumbens de ratas
jóvenes fue 0.11*0.01 pM.
• La perfusión en el núcleo accumbens de PDC (4 mM> produjo un incremento
• de la concentración extracelular de CABA de 0.42±0.09pM (p’c 0.001) (Fig. iBA).
• PDC a las dosis de 1 y 2 mM produjo un incremento no significativo en la
e concentración extracelular de CABA de 0.02±0.01 .tM y 0.03±0.01 pM,
• respectivamente (Fig. 18A). Como se ve en la Figura 186 los incrementos de GABA
e se correlacionaron significativamente con los incrementos de glutamato <r= 0.87; pc
• 0.001), sugiriendo que los incrementos de CABA han sido producidos por el
• glutamato. El coeficiente de correlación parcial entre los incrementos de CABA y de
glutamato independiente de la dosis de PDC utilizada en ratas jóvenes fue r 0.71(pc 0.001). [NOTA:el coeficiente de correlación parcial obtenido a partir de todos los
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Figura 17: Efecto de la perfusión en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentración extracelular de GABA en ratas jóvenes (2-4 meses) (A> ( ~C 0.05
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Figura 18: Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDC (1,2 y 4 mM>
sobre la concentración extracelular de GABA en ratas jóvenes (2-4 meses> (A> (*
p< 0.05 comparado con su control). (B) correlación entre los incrementos de











































































• La concentración extracelular basal de taurina en el estriado de ratas jóvenes
• fue 0.99±0.11pM.
e
• La perfusión en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM> produjo un incremento de la
concentración extracelular de taurina (Fig. 19A). Los incrementos medios de la
concentración de taurina fueron: 1.94±0.32pM (Pc 0.001) para la dosis de 4 mM,e 1.27±0.14pM <p< 0.01) para a dosis de 2 mM, y 0.78±0.19pM (pc 0-05> para la
• dosis de 1 mM (Fig. 19A>. Como se puede ver en la Figura 19B, los incrementos de
e taurina se correlacionaron significativamente con los incrementos de glutamato (r=
• 0.91; p< 0.001>, lo cual sugiere que los incrementos de taurina han sido producidos
• por el glutamato. El coeficiente de correlación parcial entre los incrementos de
• taurina y de glutamato en ratas jóvenes independiente de la dosis de PDC fue r=
• 0.89 (pc 0.001>- [NOTA: el coeficiente de correlación parcial obtenido a partir de




e La concentración extracelular basal de taurina en el núcleo accumbens de
ratas jóvenes fue 0.66±0.06pM.
• La perfusión en el núcleo accumbens de PDC <1, 2 y 4 mM> produjo un
• incremento de la concentración extracelular de taurina <Fig. 2DA>. Los incrementos
• medios de la concentración de taurina fueron: 1.54±0.19pM (pc 0.001> para la dosis
• de 4 mM, 0.88±0.13pM (Pc 0.001) para la dosis de 2 mM, y 0.6±0.07pM (Pc 0.01)
• para la dosis de 1 mM (Fig. 2DA>. Como se ve en la Figura 2DB los incrementos de
• taurina se correlacionaron significativamente con los incrementos de glutamato <r=
• 0.90; pc 0.001), sugiriendo que el glutamato es el responsable de los incrementos de
• taurina. El coeficiente de correlación parcial entre los incrementos de taurina y de
• glutamato independiente de la dosis de PDC utilizada fue r= 0.80 <Pc 0.001>. [NOTA:
el coeficiente de correlación parcial obtenido a partir de todos los datos en el estudio
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Figura 19: Efecto de la perfusión en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentración extracelular de taurina en ratas jóvenes (2-4 meses) (A> (* ~C 0.05
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Figura 20: Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM>
sobre la concentración extracelular de taurina en ratas jóvenes (2-4 meses) (A> (
~C 0.05 comparado con su control). (6> correlación entre los incrementos de
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• La concentración extracelular basal de glutamina en el estriado de ratas
• jóvenes fue 12.94±1.34pM. Los incrementos en la concentración de glutamato se
• correlacionaron con los valores de glutamina basal: el coeficiente de correlación
• parcial entre los incrementos de glutamato y la concentración basal de glutamina
• independiente de la dosis de PDC fue r= 0.72 (pc 0.DD1). [NOTA:el coeficiente de
correlación parcial obtenido a partir de todos los datos en el estudio fue r= 0.53 (pc
ODOl>].
La perfusión en el estriado de PDC (4 mM) produjo un descenso de la
• concentración extracelular de glutamina de 2.08±0.60pM (PC 0.001) (Fig. 21A). PDC
• a las dosis de 1 y 2 mM no modificó la concentración de glutamina. Los descensos
• de glutamina se correlacionaron significativamente con los incrementos de glutamato
• <r= 0.75; Pc 0.001>, sugiriendo que los cambios en la concentración extracelular de
• glutamina han sido producidos por el glutamato (Fig. 21B>. El coeficiente de
• correlación parcial entre los descensos de glutamina y de glutamato en ratas jóvenes
• independiente de la dosis de PDO fue r= 0.70 (Pc 0.DD1>. [NOTA:el coeficiente de




• La concentración extracelular basal de glutamina en el núcleo accumbens de
• ratas jóvenes fue 12.03±0.66pM. Al igual que en el estriado, los incrementos de
• glutamato se correlacionaron con la concentración basal de glutamina. Sin embargo,
• esta relación sólo se hizo evidente cuando se analizaron todos los datos en el
• estudio: el coeficiente de correlación parcial entre los incrementos de glutamato y la
• concentración basal de glutamina en ratas jóvenes fue r= 0.13 (ns.) y para todos los
e datos en el estudio fue r= 0.33 (pc 0.02>.
e
La perfusión en el núcleo accumbens de PDC <4 mM) produjo un descenso de
la concentración extracelular de glutamina de 2.09±0.52pM (Pc 0.001) (Fig. 22A).
PDC a las dosis de 1 y 2 mM no modificó la concentración de glutammna (Fig. 22A).
Los descensos de glutamina se correlacionaron significativamente con los
• incrementos de glutamato (r= 0.52; pc 0.01), sugiriendo que el glutamato es el
• responsable de los descensos de glutamina (Fig. 22B). El coeficiente de correlación
• parcial entre los descensos de glutamina y de glutamato independiente de la dosis
• de PDC utilizada fue r 0.50 (PC 0.01). [NOTA:el coeficiente de correlación parcial
































—e-- ¡‘DC 4 mM
—o-— PDC2mM ¡‘DC
—A-- PDC 1 mM
*
15 30 45 60 75 90 lOS 120 135 150 165 180 195 210 225 240
TIEMPO (mm)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 lO 11
A [GLU] (jiM)
Figura 21: Efecto de la perfusión en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM> sobre la
concentración extracelular de glutamina en ratas jóvenes (2-4 meses> (A) (* ~C
0.05 comparado con su control). (B> correlación entre los descensos de
glutamina y los incrementos de glutamato.
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Figura 22: Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM>
sobre la concentración extracelular de glutamina en ratas jóvenes (2-4 meses>
(A> <~ p< 0.05 comparado con su control). (6) correlación entre los descensos de






































































• 2. EFECTO DE LA PERFUSIÓN INTRACEREBRAL DE CPP Y DNQX SOBRE








La perfusión en el estriado de CPP (1 mM) o DNQX (1 mM) no modificó la
concentración extracelular basal de glutamato (Fig. 23A).
o
• La perfusión intraestriatal de CPP (1 mM) no modificó los incrementos en la
• concentración de glutamato producidos por el PDC <4 mM) (Fig. 23B). Sin embargo,
e el DNQX atenuó en un 45% (pc 0.01) los incrementos producidos por el PDC <4 mM)
• (Fig. 23B). Los incrementos medios de la concentración de glutamato producido por
• el PDC en los grupos de CPP y DNQX fueron de 3.94±1.20pM (p’c 0.001) y




La perfusión en el núcleo accumbens de CPP (1 mM) o DNQX (1 mM) no
• modificó la concentración extracelular basal de glutamato (Fig. 24A).
e
• Al igual que en el estriado, la perfusión intraestriatal de CPP (1 mM) no
• modificó los incrementos en la concentración de glutamato producidos por el PDO
• (Fig. 24B>. Sin embargo, el DNQX atenuó en un 48% (pc 0.001) los incrementos
• producidos por el PDC (Fig. 24B). Los incrementos medios de la concentración de
• glutamato producido por el PDC en los grupos de CPP y DNQX fueron de 3.60±0.26

















































Figura 23: (A) Efecto de la perfusión en el estriado de PDC <4 mM> (-e->,
PDC+CPP (1 mM) (-A-> y PDC+DNQX (1 mM> <-o-) sobre la concentración
extracelular de glutamato en ratas jóvenes <2-4 m~ses) ( pc 0.05 comparado
con su control). (B> Comparación entre los incrementos de glutamato producidos
tras perfusión de PDC (4 mM> (100%>, PDC+CPP (1 mM> o PDC+DNQX (1 mM>
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Figura 24: (A) Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDC (4 mM) <-
e-), PDC+CPP (1 mM) (-A-> y PDC+DNOX <1 mM) (-O-> sobre la concentración
extracelular de glutamato en ratas jóvenes (2-4 meses> (* p< 0.05 comparado
con su control>. (8) Comparación entre los incrementos de glutamato producidos
tras perfusión de PDC(4 mM> <100%>, PDC-4-CPP (1 mM) o PDC+DNOX (1 mM>












































































• La perfusión en el estriado de CPP (1 mM) no modificó la concentración
• extracelular basal de dopamina ni de sus metabolitos DOPAC y HVA <Fig. 25A, 26A
e y 27A). La perfusión de DNQX <1 mM) tampoco modificó la concentración
e extracelular de DOPAC y HVA (Fig. 26A y 27A). Como se indicó en la sección de
e “Material y Métodos”, el DNQX provocó una alteración del análisis cromatográficoe que impidió la medida de dopamina.
• La perfusión mntraestriatal de CPP (1 mM) redujo en un 86% (pc 0.001> los
• incrementos de dopamina producidos por el PDC (4 mM) (Fig. 25B). En el grupo del
e CPP, el PDC produjo un incremento no significativo de la concentración de dopamina
• de 0.87±0.56nM (Fig. 25A). El CPP también atenuó los descensos de DOPAC y
• HVA producidos por el PDC en un 69% (Pc 0.001) y 79% <Pc 0.001),
• respectivamente (Fig. 266 y 27B>. Los descensos medios producidos fueron de
e 18.99±7.66nM (ns.) para el DOPAC y 5.57±3.58nM (ns.) para el HVA <Fig. 26A y
• 27A).
e Por su parte el DNQX (1 mM) también rédujo los descensos de DOPAC y HVA
producidos por el PDC en un 89% (Pc 0.001) y 100% (pC 0.001>, respectivamente
(Fig. 26B y 27B). Extrapolando de los resultados obtenidos del grupo de CPP, estos
resultados sugieren que el DNQX puede haber atenuado también los incrementos de
e dopamina. El descenso de la concentración de DOPAC fue de 7.13±7.89nM (ns.)
e <Fig. 26A). En el caso del HVA, el DNQX revirtió los efectos del PDC produciendo un




e La perfusión en el núcleo accumbens de CPP (1 mM) incrementó la
• concentración extracelular de dopamina y sus metabolitos DOPAC y HVA <Fig. 28A,
• 29A y 30A). Los incrementos máximos se obtuvieron en los últimos 15 minutos de
• perfusión de CPP, y fueron de 1.00±0.31 nM (pc 0.001) para la dopamina,
91.11±19.35nM (pc 0.001) para el DOPAC, y 41.91±9.37nM (PC 0.001) para el HVA
<Fig. 28A, 29A y 30A). Por su parte, la perfusión de DNQX (1 mM) no modificó lae concentración extracelular de DOPAC y HVA (Fig. 29A y 30A).
e
• La perfusión en el núcleo accumbens de CPP (1 mM) redujo en un 90%
• (p<0.00l) los incrementos producidos por el PDC (4 mM) <Fig. 286). El PDC produjo
• un incremento no significativo de la concentración de dopamina de 0.41±0.20nM
• (Fig. 28A). Sin embargo, el CPP no modificó los descensos de DOPAC y HVA
• producidos por el PDC <Fig. 296 y 306). Los descensos medios producidos fueron
e de 92.92±9.89nM (PC 0.001> para el DOPAC y 34.91±6.81nM (pc 0.001) para el

















Al igual que en el estriado, el DNQX (1 mM) redujo los descensos de DOPAC ye HVA producidos por el PDC en un 95% (pc 0.001) y 100% (pc 0.001>,
• respectivamente (Fig. 29B y 30B). Estos resultados sugieren que el DNQX puede
• haber atenuado también los incrementos de dopamina. El descenso de la
• concentración de DOPAC fue de 5.05±12.14nM (n.s.) (Fig. 29A). En el caso del
• HVA, el DNQX revirtió los efectos del PDC produciendo un pequeño incremento no





























































PDC 4 mM + CPP 1 mM
Figura 25: <A) Efecto de la perfusión en el estriado de PDO (4 mM) (-e->,
PDC+CPP (1 mM> (-A-> y PDC+DNQX (1 mM> (-O-) sobre la concentración
extracelular de dopamína en ratas jóvenes (2-4 meses> (~ pc 0.05 comparado
con su control). (6> Comparación entre los incrementos de dopamina producidos
tras perfusión de PDO (4 mM) (100%>, PDC+CPP (1 mM> o PDC+DNQX (1 mM)
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Figura 26: (A> Efecto de la perfusión en el estriado
PDC+CPP (1 mM) (-Á-> y PDC+DNQX (1 rr~M) (-O-)
extracelular de DOPAC en ratas jóvenes (2-4 meses> (
su control). (6> Comparación entre los descensos de
perfusión de PDC (4 mM> (100%>, PDC+CPP (1 mM> o
p< 0.001 comparado con el grupo de PDC 4 mM).
de PDC (4 mM> (-•->,
sobre la concentración
p< 0.05 comparado con
DOPAC producidos tras
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Figura 27: (A> Efecto de la perfusión en el estriado de PDO (4 mM) (-O->,
PDC+CPP (1 mM) (-A-) y PDC+DNQX (1 mM) (-O-> sobre la concentración
extracelular de HVA en ratas jóvenes (2-4 meses> (* p< 0.05 comparado con su
control>. (B) Comparación entre los descensos de HVA producidos tras perfusión
de PDO <4 mM) (100%>, PDC+CPP (1 mM) o PDC+DNQX (1 mM) (*** p< 0.001

















































































PDC 4 mM + CPP 1 mM
Figura 28: (A> Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDC (4 mM> (-
e-), PDC+CPP (1 mM> (-A-) y PDC-4-DNQX (1 mM) (-O-> sobre la concentración
extracelular de dopamina en ratas jóvenes (2-4 meses) (* p< 0.05 comparado
con su control>. (B) Comparación entre los incrementos de dopamina producidos
tras perfusión de PDO (4 mM> <100%>, PDC+CPP (1 mM) o PDC+DNQX (1 mM>
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Figura 29: (A) Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDC (4 mM> (-
e-), PDC+CPP (1 mM> (-A-> y PDC+DNQX (1 mM) (-O-> sobre la concentración
extracelular de DOPAC en ratas jóvenes (2-4 meses> ( pc 0.05 comparado con
su control>. (B> Comparación entre los descensos de DOPAC producidos tras
perfusión de PDC (4 mM> (100%), PDC+CPP (1 mM) o PDC+DNQX (1 mM> (~
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Figura 30: (A> Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDC (4 mM> (-
e-), PDC+CPP (1 mM> (-A-> y PDC+DNQX (1 mM> (-O-) sobre la concentración
extracelular de HVA en ratas jóvenes (2-4 meses> ( Pc 0.05 comparado con su
control>. (B> Comparación entre los descensos de HVA producidos tras perfusión
de PDC (4 mM) (100%), PDC+CPP (1 mM) o PDC+DNQX (1 mM) (** p< 0.001









































































• La perfusión en el estriado de CPP (1 mM) o DNQX <1 mM> no modificó la
e concentración extracelular basal de CABA (Fig. 31A>.
e
La perfusión intraestriatal de CPP (1 mM) atenuó de forma no significativa los
incrementos en la concentración de GABA producidos por el PDC (4 mM) en un 23%
<Fig. 31B). Por su parte, el DNQX atenuó en un 83% (pc 0.001) los incrementos
producidos por el PDC (4 mM) (Fig. 31B>. Los incrementos medios de la
e concentración de CABA producido por el PDC en los grupos de CPP y DNQX fueron
de 0.19±0.10pM <pc 0.05) y 0.05±0.01<n.s.>, respectivamente <Fig. 31A).
e
Núcleo accumbens
La perfusión en el núcleo accumbens de CPP (1 mM) produjo un incremento
de la concentración extracelular basal de GABA que sólo fue significativo en los
últimos 15 minutos de perfusión del CPP <Fig. 32A>. Este incremento fue de
0.10±0.07pM (Pc 0.001>. Por su parte, la perfusión de DNQX <1 mM) no modificó la
concentración extracelular basal de CABA (Fig. 32A).
Sorprendentemente, la perfusión en el núcleo accumbens de CPP (1 mM)
e potenció en un 51% (p-c 0.01) los incrementos en la concentración de CABA
• producidos por el PDC <Fig. 32B>. Por el contrario, el DNQX atenuó de forma no
• significativa los incrementos de CABA en un 21% <Fig. 32B>. Los incrementos
• medios de la concentración de CABA producido por el PDC en los grupos de CPP y
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Figura 31: (A) Efecto de la perfusión en el estriado de PDO (4 mM> (-e->,
PDC+CPP (1 mM) (-A-) y PDC+DNQX (1 mM> (-O-> sobre la concentración
extracelular de GASA en ratas jóvenes (2-4 meses) ( pc 0.05 comparado con su
control>. (6) Comparación entre los incrementos de CABA producidos tras
perfusión de PDC (4 mM> (100%>, PDC+CPP (1 mM> o PDC+DNQX (1 mM) (*
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Figura 32: (A> Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDO (4 mM> (-
e->, PDC+CPP (1 mM> (-A-> y PDC-4-DNQX (1 mM) (-O-> sobre la concentración
extracelular de CABA en ratas jóvenes (2-4 meses> (* PC 0.05 comparado con su
control>. (B) Comparación entre los incrementos de CABA producidos tras
perfusión de PDC (4 mM> (100%>, PDC+CPP (1 mM> o PDC+DNQX (1 mM) (**









































































• La perfusión en el estriado de CPP (1 mM) o DNQX <1 mM) no modificó la
• concentración extracelular basal de taurina (Fig. 33A).
La perfusión mntraestriatal tanto de CPP (1 mM) como de DNQX (1 mM) atenuó
los incrementos en la concentración de taurina producidos por el PDC <4 mM) en un
e 54% <pc 0.001> y en un 77% (Pc 0.001), respectivamente (Fig. 33B>. Los
• incrementos medios de la concentración de taurina producidos por el PDC en los
grupos de CPP y DNQX fueron de 0.89±0.34pM (pc 0.05) y 0.44±0,11 (ns.),




e La perfusión en el núcleo accumbens de CPP (1 mM) o DNQX (1 mM) no
• modificó la concentración extracelular basal de taurina (Fig. 34A).
La perfusión en el núcleo accumbens de CPP (1 mM) no modificó los
incrementos en la concentración de taurina producidos por el PDC (Fig. 34B). Por el
contrario, el DNQX atenuó en un 64% <Pc 0.001) los incrementos de taurina (Fig.
* 348). Los incrementos medios de la concentración de taurina producido por el PDC
en los grupos de CPP y DNQX fueron de 1.61±0.19pM (pc 0.001) y 0.55±0.10(Pc



















































Figura 33: (A> Efecto de la perfusión en el estriado de PDC (4 mM> (-e->,
PDC+CPP (1 mM) (-A-> y PDC+DNOX (1 mM> (-O-) sobre la concentración
extracelular de taurina en ratas jóvenes (2-4 meses> (* pc 0.05 comparado con su
control>. (6) Comparación entre los incrementos de taurina producidos tras
perfusión de PDC (4 mM) (100%), PDC-i-CPP (1 mM) o PDC+DNQX (1 mM> (***
pc 0.001 comparado con el grupo de PDC 4 mM).
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Figura 34: (A) Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDO (4 mM) <-
•->, PDC+CPP (1 mM> (-A-> y PDC+DNOX (1 mM) (-o-> sobre la concentración
extracelular de taurina en ratas jóvenes (2-4 meses> (~ pc 0.05 comparado con su
control>. (8) Comparación entre los incrementos de taurina producidos tras
perfusión de PDC <4 mM> (100%), PDC+CPP (1 mM> o PDC+DNOX (1 mM) (***
pc 0,001 comparado con el grupo de PDC 4 mM).
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• La perfusión en el estriado de CPP <1 mM) produjo un descenso significativo
• de la concentración extracelular basal de glutamina de 1.52±0.51pM (pc 0.01) (Fig.
• 35A). La perfusión de DNQX (1 mM) no modificó la concentración extracelular basal
de glutamina en el estriado (Fig. 35A).
e La perfusión intraestriatal tanto de CPP (1 mM> como de DNQX <1 mM)
bloqueó los descensos en la concentración de glutamina producidos por el PDC <4
• mM) (Fig. 35B). En ambos grupos se invirtió, además, el efecto del PDC sobre la
glutamina, produciéndose un incremento de 0.68±0.18pM <n.s.> para el caso del




ee La perfusión en el núcleo accumbens de CPP (1 mM) no modificó la
• concentración extracelular basal de glutamina (Fig. 36A). Sin embargo, la perfusión
• de DNQX produjo un incremento de la concentración basal de glutamina de
1.37±0.39pM (pc 0.001> <Fig. 36A).
• La perfusión en el núcleo accumbens tanto de CPP (1 mM) como de DNQX <1
mM) atenuó los descensos en la concentración de glutamina producidos por el PDC
• (4 mM> en un 36% (PC 0.01) y en un 77% (pc 0.01), respectivamente <Fig. 366>. Los
• descensos medios de la concentración de glutamina producidos por el PDC en los
• grupos de CPP y DNQX fueron de 1.34±0.36pM <pc 0.01> y 0.49±0.31 (ns.),
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Figura 35: (A> Efecto de la perfusión en el estriado de PDC (4 mM) (-e->,
PDC+CPP (1 mM> (-A-) y PDC+DNQX (1 mM) (-O-> sobre la concentración
extracelular de glutamina en ratas jóvenes (2-4 meses> (* pc 0.05 comparado con
su control>. <B) Comparación entre los descensos de glutamina producidos tras
perfusión de PDC (4 mM> (100%>, PDC+CPP (1 mM> o PDC+DNQX (1 mM) (***
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Figura 36: (A> Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDC (4 mM) (-
e-), PDC+CPP (1 mM> (-A-) y PDC+DNOX (1 mM> (-O-) sobre la concentración
extracelular de glutamina en ratas jóvenes (2-4 meses> (~ p’ 0.05 comparado con
su control). (B> Comparación entre los descensos de glutamina producidos tras
perfusión de PDC (4 mM) (100%), PDC+CPP (1 mM) o PDC+DNOX (1 mM> (
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e 3. EFECTO DE LA PERFUSIÓN INTRACEREBRAL DE PDC EN EL ESTRIADO Y







La concentración extracelular basal de glutamato en el estriado de ratas de
e edad media fue 0.69±0.24pM.
e La perfusión mntraestriatal de PDC (1, 2 y 4 mM> incrementó la concentración
e extracelular de glutamato (Fig. 37>. El incremento medio de la concentración de
glutamato fue: 3.71±0.73pM (pc 0.001> para la dosis de 4 mM, 1.19±0.10aM (PC
e 0.01) para la dosis de 2 mM y 1.28±0.27pM (pc 0.01> para la dosis de 1 mM (Fig.
• 37A). El incremento de la concentración de glutamato se correlacionó con la dosis de





e La concentración extracelular basal de glutamato en el núcleo accumbens de
e ratas de edad media fue 0.39±0.06pM.
e La perfusión en el núcleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM> incrementó lae concentración extracelular de glutamato (Fig. 38). El incremento medio de la
concentración de glutamato fue: 4.80±0.84pM (PC 0.001) para la dosis de 4 mM,
• 2.49±0.53pM (p.c 0.01)...para la dosis de 2 mM y 1.07±0.13pM <PC 0.05) para la
e dosis de 1 mM (Fig. 38A). El incremento de la concentración de glutamato se
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Figura 37: Efecto de la perfusión en el estriado de PDO (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentración extracelular de glutamato de ratas de edad media (12-14 meses>
(A) (~ p< 0.05 comparado con su control>. (B> correlación entre los incrementos
































































































Figura 38: Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM)
sobre la concentración extracelular de glutamato de ratas de edad media (12-14
meses> (A> ( pc 0.05 comparado con su control>. (9) correlación entre los
























































































• La concentración extracelular basal de dopamina y sus metabolitos DOPAC y
• HVA en el estriado de ratas de edad media fue 1.04±0.35nM, 284.27±26.53nM y
• 101.56±12.30nM, respectivamente.
La perfusión PDO (4 mM) en ratas de edad media produjo un incremento de la
concentración extracelular de dopamina de 10.66±4.53nM (p< 0.001) <Fig. 39A).
PDO, a la dosis de 2 mM, produjo un incremento no significativo de la concentración
• de dopamina de 1.21±0.34nM (Fig. 39A). Las dosis de 1 mM de PDO no modificó
• significativamente la concentración de dopamina (Fig. 39A). Al igual que en el
• estriado de ratas jóvenes, los incrementos de dopamina se correlacionaron
• significativamente con los incrementos de glutamato <r= 0.83; pc 0.001) (Fig. 39B),
• sugiriendo que los incrementos de dopamina han sido producidos por el glutamato.
• El coeficiente de correlación parcial mostró que la correlación entre los incrementos
• de dopamina y de glutamato en ratas de edad media fue independiente de la dosis
• de PDO utilizada (r= 0.77; pc 0.01). [NOTA:el coeficiente de correlación parcial
• obtenido a partir de todos los datos en el estudio fue r= 0.62 (Pc 0.001)].
e
La perfusión en el estriado de PDO (4 mM) disminuyó la concentración
• extracelular de DOPAO y HVA (Fig. 40 y 41). El descenso medio de la concentración
• de DOPAC y HVA fue de 73.34±19.51nM <Pc 0.001) y 29.85±9.01nM (Pc 0.001),
• respectivamente (Fig. 40A y 41A). El PDO a las dosis de 1 y 2 mM no modificó
• significativamente la concentración de DOPAC y HVA (Fig. 40A y 41A). Los
• descensos de DOPAC y HVA se correlacionaron significativamente con los
• incrementos de glutamato. (Fig. 406 y 41B), sugiriendo que estos descensos han
• sido producidos por el glutamato. Los coeficientes de correlación parcial entre los
• descensos de DOPAC y HVA y los incrementos de glutamato independiente de la
• dosis de PDO fueron r 0.56 <Pc 0.05) para el DOPAC y r= 0.74 (Pc 0.01) para el
• HVA. [NOTA:los coeficientes de correlación parcial obtenidos a partir de todos los
datos en el estudio fueron r 0.40 (pc 0.001) para el DOPAC, y r 0.40 (Pc 0.001)
• para el HVA].
e
• Núcleo accumbense
• La concentración extracelular basal de dopamina y sus metabolitos DOPAC y
• HVA en el núcleo accumbens de ratas de edad media fue 0.39±0.06 nM,
• 275.35±31.91nM y 93.29±12.64nM, respectivamente.
e
• La perfusión en el núcleo accumbens de PDO (2 y 4 mM) produjo un
• incremento de la concentración extracelular de dopamina de 3.50±0.94nM (pc
• 0.001) para la dosis de 4 mM y de 1.19±0.32nM (pc 0.05) para la dosis de 2 mM















dopamina (Fig. 42A). Los incrementos de dopamina se correlacionaron
• significativamente con los incrementos de glutamato (r= 0.87; Pc 0.001) (Fig. 42B), lo
• cual sugiere que los incrementos de dopamina han sido producidos por el glutamato.
• El coeficiente de correlación parcial entre los incrementos de dopam¡na y de
• glutamato independiente de la dosis de PDC utilizada fue r= 0.77 (Pc 0.01). [NOTA:
• el coeficiente de correlación parcial obtenida a partir de todos los datos en el estudio
• fue r= 0.54 (Pc 0.001)].
e La perfusión en el núcleo accumbens de PDO (2 y 4 mM) disminuyó la
concentración extracelular de DOPAC y HVA (Fig. 43 y 44). Para la dosis de 4 mM,
el descenso medio de la concentración de DOPAC y HVA fue de 84.22±18.06 nM(Pc 0.001) y 30.50±7.34nM (Pc 0.001) respectivamente (Fig. 43A y 44A). El PDO a
• la dosis de 2 mM produjo un descenso en la concentración de DOPAC y HVA de
• 51.22±6.08nM (Pc 0.05) y 14.83±3.63nM (pc 0.05), respectivamente <Fig. 43A y
• 44A). Los descensos de DOPAC y HVA se correlacionaron significativamente con los
• incrementos de glutamato. (Fig. 43B y 446). Los coeficientes de correlación parcial
• entre los descensos de DOPAC y HVA y los incrementos de glutamato fueron r=
• 0.69 (pc 0.01) para el DOPAC y r 0.57 (pco.05) para el HVA, indicando que la
• correlación entre los descensos de DOPAC y HVA y los incrementos de glutamato
• en ratas de edad media fue independiente de la dosis de PDO. [NOTA:las
• correlaciones parciales obtenidas a partir de todos los datos en el estudio fueron r=
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Figura 39: Efecto de la perfusión en el estriado de PDO (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentración extracelular de dopamina de ratas de edad media (12-14 meses)
(A) (* p< 0.05 comparado con su control). (E) correlación entre los incrementos
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Figura 40: Efecto de la perfusión en el estriado de PDO (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentración extracelular de DOPAC de ratas de edad media (12-14 meses) (A)
( p< 0:05 comparado con su control). (6) correlación entre los descensos de
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Figura 41: Efecto de la perfusión en el estriado de PDO (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentración extracelular de HVA de ratas de edad media <12-14 meses> (A) (*
pc 0.05 comparado con su control). (B) correlación entre los descensos de HVA y
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Figura 42: Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDO (1, 2 y 4 mM)
sobre la concentración extracelular de dopamina de ratas de edad media (12-14
meses) (A) <* p< 0.05 comparado con su control). (6) correlación entre los
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Figura 43: Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDO (1, 2 y 4 mM)
sobre la concentración extracelular de DOPAC de ratas de edad media (12-14
meses) (A) (* p< 0.05 comparado con su control). (6) correlación entre los
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Figura 44: Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDC (1, 2 y 4 mM)
sobre la concentración extracelular de HVA de ratas de edad media (12-14
meses) (A) (* p< 0.05 comparado con su control). (E) correlación entre los
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• La concentración extracelular basal de GASA en el estriado de ratas de edad
• media fue 0.11±0.01 aM.
e
• La perfusión intraestriatal de PDO (4 mM) produjo un incremento de la
concentración extracelular de GABA de 0.35±014IJM (p.c 0.001) <Fig. 45A). PDO a
la dosis de 2 mM produjo un incremento no significativo, retrasado en el tiempo, de
0.04±002hM (Fig. 45A). La dosis de 1 mM de PDO no modificó significativamente la
• concentración de GABA (Fig. 45A). Los incrementos de GABA y los incrementos de
• glutamato se correlacionaron significativamente (r= 0.68; p< 0.01) (Fig. 455),
• sugiriendo que los incrementos de GABA han sido producidos por el glutamato. El
• análisis estadístico posterior a través del calculo del coeficiente de correlación parcial
• mostró que la correlación entre los incrementos de GASA y de glutamato en ratas de
• edad media fue independiente de la dosis de PDO utilizada (r 0.52; pc 0.05).
• [NOTA:el coeficiente de correlación parcial obtenido a partir de todos los datos en el




e La concentración extracelular basal de GABA en el núcleo accumbens de ratas
de edad media fue 0.11±0.011dM.
• La perfusión en el núcleo accumbens de PDO (4 mM) produjo un incremento
• de la concentración extracelular de GASA de 0.47±0.11pM (p.c 0.001) (Fig. 46A). Al
• igual que en el estriado, PDC a las dosis de 2 mM produjo un incremento no
• significativo retrasado en el tiempo en la concentración de GASA de 0.12±0.06hM
• (Fig. 46A). La dosis de 1 mM de PDO no modificó significativamente la concentración
• de GABA (Fig. 46A). Como se ve en la Figura 46B los incrementos de GASA se
• correlacionaron significativamente con los incrementos de glutamato (r= 0.80; pc
• 0.001). El coeficiente de correlación parcial entre los incrementos de GASA y de
• glutamato independiente de la dosis de PDO utilizada en ratas jovenes fue r= 0.77
(PC 0.01). [NOTA:el coeficiente de correlación parcial obtenido a partir de todos los
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Figura 45: Efecto de la perfusión en el estriado de PDO (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentración extracelular de GASA de ratas de edad media (12-14 meses) (A) (*
pc 005 comparado con su control). (8) correlación entre los incrementos de
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Figura 46: Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDO (1, 2 y 4 mM)
sobre la concentración extracelular de GABA de ratas de edad media (12-14
meses) (A) (* p< 0.05 comparado con su control). (6) correlación entre los













































































• La concentración extracelular basal de taurina en el estriado de ratas de edad
• media fue 1.06±0.15pM.
La perfusión en el estriado de PDO (2 y 4 mM) produjo un incremento de la
concentración extracelular de taurina (Fig. 47A). Los incrementos medios de la
concentración de taurina fueron: 1.96±0.61iJM (pc 0.001) para la dosis de 4 mM, y
• 0.93±0.22íJM (p.c 005) para la dosis de 2 mM (Fig. 47A). PDO, a la dosis de 1 mM,
• produjo un incremento no significativo de la concentración de taurina de 044±0.11
• 1dM (Fig. 47A). Los incrementos de taurina se correlacionaron significativamente con
• los incrementos de glutamato (r 0.85; p< 0.001) (Fig. 47B), lo cual sugiere que los
• incrementos de taurina han sido producidos por el glutamato. El coeficiente de
• correlación parcial entre los incrementos de taurina y de glutamato independiente de
• la dosis de PDO en ratas de edad media fue r= 0.80 (pc 0.001). [NOTA: el
• coeficiente de correlación parcial obtenido a partir de todos los datos en el estudio




• La concentración extracelular basal de taurina en el núcleo accumbens de
• ratas de edad media fue 0.88±0.091dM.e
• La perfusión en el núcleo accumbens de PDO (1, 2 y 4 mM) produjo un
• incremento de la concentración extracelular de taurina (Fig. 48A). Los incrementos
• medios de la concentración de taurina fueron: 2.12±0.361dM (Pc 0.001) para la dosis
• de 4 mM, 1.03±0.141dM (p.c 0.01) para la dosis de 2 mM, y 0.40±0.091dM (p.c 0.05)
• para la dosis de 1 mM (Fig. 48A). Al igual que en ratas jóvenes, los incrementos de
• taurina se correlacionaron significativamente con los incrementos de glutamato en
• ratas de edad media (r= 0.91; Pc 0.001> (Fig. 485). El coeficiente de correlación
• parcial entre los incrementos de taurina y de glutamato independiente de la dosis de
PDO utilizada fue r= 0.80 (Pc 0.001). [NOTA:el coeficiente de correlación parcial
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Figura 47: Efecto de la perfusión en el estriado de PDO (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentración extracelular de taurina de ratas de edad media (12-14 meses) (A)
(~ p< 0.05 comparado con su control). (B) correlación entre los incrementos de
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Figura 48: Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDO (1, 2 y 4 mM)
sobre la concentración extracelular de taurina de ratas de edad media (12-14
meses) <A) (* pc 0.05 comparado con su control). (E) correlación entre los
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• La concentración extracelular basal de glutamina en el estriado de ratas
• medias fue 14.71±1.591dM. Al contrario que en ratas jóvenes, no se encontró una
correlación significativa entre los incrementos de glutamato y la glutamina basal en
ratas de edad media: el coeficiente de correlación parcial entre los incrementos de
glutamato y la concentración basal de glutamina independiente de la dosis de PDO
fue r= 0.72 (ns.). [NOTA:el coeficiente de correlación parcial obtenido a partir de
• todos los datos en el estudio fue r= 053 (p.c 0.001)].e
• La perfusión en el estriado de PDO (4 mM) produjo un descenso de la
• concentración extracelular de glutamina de 1.90±0801dM, que sólo alcanza la
• significación tras la perfusión de PDO (pc 0.01) (Fig. 49A). PDC a las dosis de 1 y 2
• mM no modificó la concentración de glutamina. Al contrario que en ratas jóvenes, los
• descensos de glutamina no se correlacionaron significativamente con los
• incrementos de glutamato (r= 0.42; n.s.) (Fig. 495). El coeficiente de correlación
• parcial entre los descensos de glutamina y de glutamato en ratas medias
• independiente de la dosis de PDO fue r= 0.31 (ns.). [NOTA: el coeficiente de




• La concentración extracelular basal de glutamina en el núcleo accumbens de
• ratas de edad media fue 18.76±0.93 1dM. Al contrario que en el estriado, los
• incrementos de glutamato se correlacionaron con la concentración basal de
• glutamina: el coeficiente de correlación parcial entre los incrementos de glutamato y
• la concentración basal de glutamina independiente de la dosis de PDO fue r 052
• (PC 0.05). [NOTA:el coeficiente de correlación parcial obtenido a partir de todos los
• datos en el estudio fue r= 0.33 (Pc 0.02)].
La perfusión en el núcleo accumbens de PDO (4 mM) produjo un descenso de
la concentración extracelular de glutamina de 2.47±0.52pM, que sólo alcanzó
significación estadística tras la perfusión del PDO (PC 0.01) (Fig. SOA). PDO a las
• dosis de 1 y 2 mM no modificó significativamente la concentración de glutamina (Fig.
• 50A). Oomo en el estriado, los descensos de glutamina no se correlacionaron
• significativamente con los incrementos de glutamato (r 0.46; n.s.) (Fig. 505). El
• coeficiente de correlación parcial entre los descensos de glutamina y de glutamato
• independiente de la dosis de PDO utilizada fue r= 0.35 <n.s.). [NOTA:el coeficiente
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Figura 49: Efecto de la perfusión en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentración extracelular de glutamina de ratas de edad media (12-14 meses)
(A) (* p< 0.05 comparado con su control). (6) correlación entre los descensos de
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Figura 50: Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDO (1, 2 y 4 mM)
sobre la concentración extracelular de glutamina de ratas de edad media (12-14
meses) (A) ( pc 0.05 comparado con su control). (6) correlación entre los




































































• 4. EFECTO DE LA PERFUSIÓN INTRACEREBRAL DE PDC EN EL ESTRIADO Y






e La concentración extracelular basal de glutamato en el estriado de ratas de
e edad vieja y muy vieja fue 0.44±0.091dM y 0.73±0.201dM, respectivamente.e
• La perfusión intraestriatal de PDO (1, 2 y 4 mM) en ratas de edad vieja
• incrementó la concentración extracelular de glutamato (Fig. SíA). El incremento
• medio de la concentración de glutamato fue: 2.89±0.601dM (PC 0.001) para la dosis
• de 4 mM, 1.23±013pM (pC 0.01) para la dosis de 2 mM y 0.82±0141dM (pC 005)
• para la dosis de 1 mM (Fig. SíA). La perfusión en el estriado de PDO (4 mM) en
• ratas de edad muy vieja produjo un incremento significativo de la concentración de
e glutamato de 3A1±0.46pM <p.c 0.001) (Fig. 516). El incremento de la concentración
e de glutamato en ratas viejas y muy viejas se correlacionó con la dosis de PDO




• La concentración extracelular basal de glutamato en el núcleo accumbens de
• ratas de edad vieja y muy vieja fue 0.36±0.041dM y 0.29±0.05pM, respectivamente.
e
La perfusión en el núcleo accumbens de PDO (1, 2 y 4 mM) en ratas de edad
vieja incrementó la concentración extracelular de glutamato (Fig. 52A). El incremento
• medio de la concentración de glutamato fue: 5±1.05pM (PC 0.001) para la dosis de 4
e mM, 1.51±0.191dM (PC 0.01)~para la dosis de 2 mM y 1.06±0.11pM (pC 0.05) para la
• dosis de 1 mM (Fig. 52A). La perfusión en el núcleo accumbens de PDO <4 mM) en
• ratas de edad muy vieja produjo un incremento significativo de la concentración de
e glutamato de 3.24±0.431dM (pC 0.001) (Fig. 526). El incremento de la concentracióne de glutamato en ratas viejas y muy viejas se correlacionó significativamente con la
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Figura 51: Efecto de la perfusión en el estriado de PDO <1, 2 y 4 mM) sobre la
concentración extracelular de glutamato de ratas de edad vieja (27-30 meses> (A)
y ratas de edad muy vieja (37 meses) (9) (* p< 0.05 comparado con su control).
(C) correlación entre los incrementos de glutamato y la dosis de PDO.
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Figura 52: Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDO (1~ 2 y 4 mM)
sobre la concentración extracelular de glutamato de ratas de edad vieja (27-30
meses) <A) y ratas de edad muy vieja (37 meses) (E) <* p< 0.05 comparado con
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• La concentración extracelular basal de dopamina y sus metabolitos DOPAC ye HVA en el estriado de ratas de edad vieja fue 1.20±0.21nM, 234.34±3334nM y
• 106.11±14.96nM, respectivamente. En cuanto a la concentración extracelular basal
• de dopamina y sus metabolitos DOPAC y HVA en el estriado de ratas de edad muy
• vieja, ésta fue 0.90±0.11nM, 426.46±56.89nM y 106.45±12.62nM, respectivamente.
La perfusión PDO (4 mM) en ratas de edad vieja produjo un incremento de la
e concentración extracelular de dopamina de 313±0.74nM (PC 0.001) (Eig. 53A).
• PDO, a la dosis de 2 mM, produjo un incremento no significativo de la concentración
• de dopamina de 0.82±0.60nM (Fig. 53A). Las dosis de 1 mM de PDO no modificó
• significativamente la concentración de dopamina (Fig. 53A). Por otro lado, la
• perfusión PDO (4 mM) en ratas de edad muy vieja produjo un incremento de la
• concentración extracelular de dopamina de 4.09±1.50nM (pc 0.001) (Fig. 53B). Al
• igual que en el estriado de ratas jóvenes, los incrementos de dopamina en ratas
• viejas y muy viejas se correlacionaron significativamente con los incrementos de
• glutamato (r= 0.66; PC 0.001) (Fig. 530). El coeficiente de correlación parcial entre
• los incrementos de dopamina y de glutamato en ratas de edad vieja y muy vieja
• independiente de la dosis de PDO utilizada fue r 0.56 (pc 0.01). [NOTA: el
coeficiente de correlación parcial obtenido a partir de todos los datos en el estudio
fue r 0.62 (PC 0.001)].
e
• La perfusión en el estriado de PDO (4 mM) en ratas viejas disminuyó la
• concentración extracelular de DOPAC y HVA (Fig. 54A y 55A). El descenso medio de
• la concentración de DOPAO y HVA fue de 54.30±1790nM (p.c 0.01) y 29.55±6.91
• nM (p.c 0.001), respectivamente (Fig. 54A y 55A). El PDO a las dosis de 2 mM
• también produjo un descenso de la concentración de DOPAO y HVA de 34.60±23.02
• nM (n.s.) y 18.10±11.39nM (p.c0.05) (Fig. 54A y 55A). La dosis de 1 mM de PDO no
• modificó la concentración extracelular de DOPAO y HVA (Fig. 54A y 55A). La
• perfusión de PDO <4 mM) en el estriado de ratas muy viejas produjo un descenso de
la concentración de DQPAC y HVA de 80.12±23.09nM (pC 0001) y 23.27±4.26(PC
0.001) (Fig. 54B y 556). Los descensos de DOPAO y HVA en ratas viejas y muy
viejas se correlacionaron significativamente con los incrementos de glutamato (Fig.
• 540 y 550), sugiriendo que estos descensos han sido producidos por el glutamato.
• Los coeficientes de correlación parcial entre los descensos de DQPAO y HVA y los
• incrementos de glutamato independiente de la dosis de PDO fueron r= 0.37 (n.s.)
• para el DOPAC y r= 0.44 (PC 0.05) para el HVA. [NOTA: los coeficientes de
• correlación parcial obtenidos a partir de todos los datos en el estudio fueron r= 0.40




















• La concentración extracelular basal de dopamina y sus metabolitos DOPAO y
• 1-IVA en el núcleo accumbens de ratas de edad vieja fue 0.47±0.06 nM,
• 234.95±38.16nM y 56.80±8.12nM, respectivamente. La concentración extracelular
e basal de dopamina y sus metabolitos DOPAC y HVA en ratas de edad muy vieja fue
e 0.40±0.05nM, 271.54±47.30nM y 47.08±789nM, respectivamente.
La perfusión en el núcleo accumbens de PDO (4 mM) produjo un incremento
o de la concentración extracelular de dopamina de 2.93±1.17nM <pC 0.001) (Fig. 56A).
La dosis de 2 mM produjo un incremento no significativo de la concentración de
dopamina de 0.92±0.22nM (Fig. 56A). La dosis de 1 mM de PDO no modificó la
• concentración extracelular de dopamina (Fig. 56A). La perfusión de PDO (4 mM) en
O el núcleo accumbens de ratas muy viejas produjo un incremento de la concentración
• de dopamina de 152±0.24nM (p.c 0.001) (Fig. 566). Los incrementos de dopamina
• en ratas viejas y muy viejas se correlacionaron significativamente con los
• incrementos de glutamato (r 0.89; p.c 0.001) (Fig. 560), lo cual sugiere que los
e incrementos de dopamina han sido producidos por el glutamato. El coeficiente de
• correlación parcial entre los incrementos de dopamina y de glutamato independiente
• de la dosis de PDO utilizada fue r 0.87 (p.c 0.01). [NOTA: el coeficiente de
e correlación parcial obtenida a partir de todos los datos en el estudio fue r= 0.54 <pC
e 0.001)].
0 La perfusión en el núcleo accumbens de PDO (4 mM) produjo un descenso de
la concentración extracelular de DOPAO y HVA de 58.71±35.73nM (PC 0.01) y
• 15.57±7.57nM (p.c 0.01), respectivamente (Fig. 57A y 58A). El PDO a la dosis de 2
• mM produjo un descenso no significativo en la concentración de DQPAO, pero no de
• HVA, de 37.59±14.84nM (Fig. 57A y 58A). La dosis de 1 mM de PDO no modificó la
• concentración de DOPAC ni de HVA (Fig. 57A y 58A). La perfusión de PDO (4 mM)
• en el núcleo accumbens de ratas muy viejas produjo un descenso de la
• concentración extracelular de DOPAC y HVA de 75.32±23.45 nM (p.c 0.01) y
• 1720±4.06nM (pc 0.01), respectivamente <Fig. 57B y SSB). Los descensos de
• DOPAO y HVA se correlacionaron significativamente con los incrementos de
• glutamato (Fig. 570 y 580). Los coeficientes de correlación parcial entre los
descensos de DOPAO y HVA y los incrementos de glutamato independiente de la
dosis de PDO fueron r= 052 (p.c 0.05) para el DOPAO y r= 0.60 (p.c0.01) para el
HVA. [NOTA: las correlaciones parciales obtenidas a partir de todos los datos en el
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Figura 63: Efecto de la perfusión en el estriado de PDO (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentración extracelular de dopamina de ratas de edad vieja (27-30 meses) (A)
y ratas de edad muy vieja (37 meses) (B) ( PC 0.05 comparado con su control).
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Figura 54: Efecto de la perfusión en el estriado de PDO (1, 2 y 4 mM) sobre ha
concentración extracelular de DOPAC de ratas de edad vieja (27-30 meses) (A) y
ratas de edad muy vieja (37 meses) (6) (* PC 0.05 comparado con su control). (C)
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Figura 55: Efecto de la perfusión en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentración extracelular de HVA de ratas de edad vieja (27-30 meses) (A) y
ratas de edad muy vieja (37 meses) (6) (* p< 0.05 comparado con su control). (C)
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Figura 56: Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDO (1, 2 y 4 mM>
sobre la concentración extracelular de dopamina de ratas de edad vieja (27-30
meses) (A) y ratas de edad muy vieja (37 meses> (B) (* PC 0.05 comparado con
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Figura 67: Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDO (1 U 2 y 4 mM)
sobre la concentración extracelular de DOPAO de ratas de edad vieja (27-30
meses) (A) y ratas de edad muy vieja (37 meses) (6) (~ p< 0.05 comparado con
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Figura 58: Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDO (1, 2 y 4 mM)
sobre la concentración extracelular de HVA de ratas de edad vieja (27-30 meses)
(A) y ratas de edad muy vieja (37 meses) (E) (t pC 0.05 comparado con su








































































• La concentración extracelular basal de GASA en el estriado de ratas de edad
• vieja y muy vieja fue 0.10±0.01pM y 0.09±0.01pM, respectivamente.
La perfusión de PDO (4 mM) en el estriado de ratas viejas produjo un
e incremento de la concentración extracelular de GABA de 0.22±0.04pM (p.c 0.001)
(Fig. 59A). PDO a la dosis de 2 mM produjo un incremento no significativo, retrasado
• en el tiempo, de 0.04±0.02hM (Fig. 59A). La dosis de 1 mM de PDO no modificó
• significativamente la concentración de GABA (Fig. 59A). La intraestriatal de PDO (4
• mM> en ratas muy viejas produjo un incremento de la concentración extracelular de
• GABA de 0.18±0.031dM (PC 0.001) (Fig. 596). Los incrementos de GABA y los
• incrementos de glutamato en ratas viejas y muy viejas se correlacionaron
• significativamente (r= 0.66; p.c 0.001) (Fig. 590). El coeficiente de correlación parcial
• entre los incrementos de GABA y de glutamato independiente de la dosis de PDC
• utilizada fue r 0.60 (pc 0.01). [NOTA:el coeficiente de correlación parcial obtenido a




• La concentración extracelular basal de GASA en el núcleo accumbens de ratas
• de edad vieja y muy vieja fue 0.13±0.021dM y 0.10±0.011dM, respectivamente.
e
La perfusión de PDO <4 mM) en el núcleo accumbens de ratas de edad vieja
• produjo un incremento de la concentración extracelular de GABA de 0.77±0.211dM
• <Pc 0.001) (Fig. 60A). Al igual que en el estriado, PDO a las dosis de 2 mM produjo
• un incremento no significativo retrasado en el tiempo en la concentración de GABA
• de 0.07±0.01 hM (Fig. 60A). La dosis de 1 mM de PDO no modificó
• significativamente la concentración de GASA (Fig. 60A). La perfusión de PDO (4
• mM) ratas de edad muy vieja produjo un incremento de la concentración extracelular
de GASA de 0.71±0.32pM (pc 0.001) (Fig. 606). Los incrementos de GASA en ratas
viejas y muy viejas se correlacionaron significativamente con los incrementos de
glutamato (r= 0.76; pc 0.001). El coeficiente de correlación parcial entre los
• incrementos de GABA y de glutamato independiente de la dosis de PDO utilizada en
• ratas jóvenes fue r= 0.57 (p.c 0.01). [NOTA: el coeficiente de correlación parcial











































—e--- PDC 4 mM
—O— PDC 2 mM
—A-— PDC 1 mM
¡‘DC




¡5 30 45 60 75 90 105 120 135 150
TIEMPO (ruin)
¡65 180 195 210 225 240
A [OLU] (gM)
Figura 59: Efecto de la perfusión en el estriado de PDO (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentración extracelular de GABA de ratas de edad vieja (27-30 meses) (A) y
ratas de edad muy vieja (37 meses) (B) ( p< 0.05 comparado con su control). (C)
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Figura 60: Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDO (1, 2 y 4 mM)
sobre la concentración extracelular de GABA de ratas de edad vieja (27-30
meses) (A) y ratas de edad muy vieja (37 meses) (8) (* pc 0.05 comparado con





















































































• La concentración extracelular basal de taurina en el estriado de ratas de edad
• vieja y muy vieja fue 0.68±0.06pM y 0.83±0.101dM, respectivamente.
e
La perfusión de PDC (1, 2 y 4 mM) en el estriado de ratas viejas incrementó la
concentración extracelular de taurina (Fig. 61A). Los incrementos medios de la
concentración de taurina fueron: 1.33±0.28pM (p.c 0.001) para la dosis de 4 mM,
0.52±0.171dM (PC 0.05) para la dosis de 2 mM, y 050±0.181dM (p~0.05) para la
• dosis de 1 mM (Eig. 61A). La perfusión de PDC (4 mM) en ratas muy viejas produjo
• un incremento de la concentración de taurina de 1.48±0.351dM (PC 0.001) <Fig. 618).
• Los incrementos de taurina en ratas viejas y muy viejas se correlacionaron
• significativamente con los incrementos de glutamato (r 0.84; PC 0.001> (Fig. 61C).
• El coeficiente de correlación parcial entre los incrementos de taurina y de glutamato
• independiente de la dosis de PDO fue r 0.79 (pc 0.001). [NOTA:el coeficiente de





La concentración extracelular basal de taurina en el núcleo accumbens de
• ratas de edad vieja y muy vieja fue 1.02±0.13pM y 0.70±0.091dM, respectivamente.e
• La perfusión en el núcleo accumbens de PDO (2 y 4 mM) produjo un
• incremento de la concentración extracelular de taurina de 2.00±0.591dM (PC 0.001)
• para la dosis de 4 mM y 0.78±0.131dM (p.c 0.05) para la dosis de 2 mM (Fig. 62A). La
• dosis de 1 mM produjo un incremento no significativo en la concentración de taurina
• de 0.55±0.171dM (Fig. 62A). La perfusión de PDO (4 mM) en ratas muy viejas
• produjo un incremento de la concentración de taurina de 1.27±0.12pM (pc 0.001)
• (Fig. 62B). Al igual que en ratas jóvenes, los incrementos de taurina en ratas viejas y
• muy viejas se correlacionaron significativamente con los incrementos de glutamato
• (r 0.89; p.c 0.001) (Fig. 62B). El coeficiente de correlación parcial entre los
incrementos de taurina y de glutamato independiente de la dosis de PDO utilizada
fue r 0.86 (pc 0.001>. [NOTA:el coeficiente de correlación parcial obtenido a partir
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Figura 61: Efecto de la perfusión en el estriado de PDC (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentración extracelular de taurina de ratas de edad vieja (27-30 meses) (A) y
ratas de edad muy vieja (37 meses) (B) (~ pc 0.05 comparado con su control). (C>
correlación entre los incrementos de taurina y los incrementos de glutamato.
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Figura 62: Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDO (1, 2 y 4 mM>
sobre la concentración extracelular de taurina de ratas de edad vieja (27-30
meses) (A) y ratas de edad muy vieja (37 meses) (E) (~ pc 0.05 comparado con

























































































• La concentración extracelular basal de glutamina en el estriado de ratas viejas.
• y muy viejas fue 13.54±0.61pM y 17.15±1.25pM, respectivamente. En ratas de
edad vieja y muy vieja, los incrementos de glutamato y la glutamina basal estuvieron
significativamente correlacionados: el coeficiente de correlación parcial entre los
incrementos de glutamato y la concentración basal de glutamina independiente de la
• dosis de PDO fue r= 0.51 (p.c 0.02). [NOTA: el coeficiente de correlación parcial
• obtenido a partir de todos los datos en el estudio fue r 0.53 (pC 0.001)].e
• La perfusión de PDO (4 mM) en el estriado de ratas viejas produjo un descenso
• de la concentración extracelular de glutamina de 1.86±0.51pM (PC 0.01) (Fig. 63A).
• PDO a las dosis de 1 y 2 mM no modificó la concentración de glutamina. La
• perfusión de PDO (4 mM) en el estriado de ratas muy viejas también produjo un
• descenso de la concentración de glutamina de 2.17±054pM (PC 0.001) (Fig. 63B).
• Los descensos de glutamina en ratas viejas y muy viejas se correlacionaron
• significativamente con los incrementos de glutamato (r= 0.40; PC 0.05) (Fig. 630). El
• coeficiente de correlación parcial entre los descensos de glutamina y de glutamato
• independiente de la dosis de PDO fue r= 0.15 (n.s.). [NOTA: el coeficiente de





La concentración extracelular basal de glutamina en el núcleo accumbens de¡ ratas de edad vieja y muy vieja fue 1797±1.01 pM y 16A8±11.13 pM,
• respectivamente. Al contrario que en el estriado, los incrementos de glutamato no se
• correlacionaron con la concentración basal de glutamina: el coeficiente de
• correlación parcial entre los incrementos de glutamato y la concentración extracelular
basal de glutamina independiente de la dosis de PDO fue r= 0.12 (ns.). [NOTA:el
coeficiente de correlación parcial obtenido a partir de todos los datos en el estudio
fue r= 0.33 (p.c 0.02)].
• La perfusión en el núcleo accumbens de PDO (4 mM) produjo un descenso de
* la concentración extracelular de glutamina de 1.31±052pM (p.c 0.05) (Fig. 64A).
• PDO a las dosis de 1 y 2 mM no modificó significativamente la concentración de
• glutamina (Fig. 64A). La perfusión de PDO (4 mM) en ratas de edad muy vieja
• también produjo un descenso de la concentración de glutamina de 254±0.301dM (p.c
• 0.05> (Fig. 64B). Los descensos de glutamina en ratas viejas y muy viejas no se
• correlacionaron significativamente con los incrementos de glutamato (r= 0.14; ns.)
• (Fig. 640). El coeficiente de correlación parcial entre los descensos de glutamina y
• de glutamato independiente de la dosis de PDO utilizada fue r= 0.06 (n.s.). [NOTA:el
• coeficiente de correlacion parcial obten¡do a partir de todos los datos en el estudio
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Figura 63: Efecto de la perfusión en el estriado de PDO (1, 2 y 4 mM) sobre la
concentración extracelular de glutamina de ratas de edad vieja (27-30 meses) (A>
y ratas de edad muy vieja (37 meses) (6) (~ PC 0.05 comparado con su control).
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Figura 64: Efecto de la perfusión en el núcleo accumbens de PDO (1 U 2 y 4 mM)
sobre la concentración extracelular de glutamina de ratas de edad vieja (27-30
meses) (A) y ratas de edad muy vieja (37 meses) (6) (~ p< 0.05 comparado con













































































e 5. ESTUDIO DEL EFECTO DEL ENVEJECIMIENTO SOBRE LA
• CONCENTRACIÓN EXTRACELULAR DE AMINOÁCIDOS Y CATECOLAMINAS




e Como se puede ver en las Figuras 65A y 68A, no hubo diferencias en la
concentración extracelular de glutamato entre los diferentes grupos de edad




• Al igual que para el glutamato, no se observaron, ni en el estriado ni en el
• núcleo accumbens, diferencias en la concentración extracelular de GABA entre los




Como se puede ver en las Figuras 66A y 69A, no hubo cambios en la
concentración extracelular de taurina entre los diferentes grupos de edad estudiados,




• La concentración extracelular de glutamina en el estriado no se modificó a lo
• largo del envejecimiento (Fig. 66B). Por el contrario, la concentración extracelular de
• glutamina fue mayor en ratas de edad media, vieja y muy vieja que en ratas jóvenes
• <Fig. 696). También se observó una correlación positiva significativa entre la
• concentración de glutamina y la edad en el núcleo accumbens (r 0.40; PC 0.01).
e
e
e 5.5 Dopamina y metabolitos
Como se puede ver en la Figura 67A, no hubo cambios significativos en la
concentración extracelular de dopamina en el estriado, aunque se puede observar
• una tendencia no significativa a aumentar con la edad. Sin embargo, la
• concentración de dopamina en el núcleo accumbens fue menor en ratas de edad
• media, vieja y muy vieja que en ratas jóvenes (Figura 70A).
e
• La concentración extracelular de DOPAC y HVA no varió significativamente en
• ninguno de los grupos de edad estudiado, ni en el estriado ni en el núcleo
• accumbens, aunque se observó una tendencia significativa de la concentración de
e HVA en el núcleo accumbens a ser menor con la edad (r= 0.37; PC 0.01) (Fig. 67B y
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Figura 65: Efecto del envejecimiento sobre la concentración extracelular de (A)
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Figura 66: Efecto del envejecimiento sobre la concentración extracelular de (A)



































































































Figura 67: Efecto del envejecimiento sobre la concentración extracelular de (A)
dopamina, (B) DOPAC y (C) HVA en el estriado de la rata despierta.
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Figura 68: Efecto del envejecimiento sobre la concentración extracelular de (A)
glutamato y(S) GABA en el núcleo accumbens de la rata despierta.
132
medias viejas muy viejas





















































































Figura 69: Efecto del envejecimiento sobre la concentración extracelular de (A)
taurina y (6) glutamina en el núcleo accumbens de la rata despierta (* pc 0.05,



























































































medias viejas muy viejas
Figura 70: Efecto del envejecimiento sobre la concentración extracelular de <A)



































































• 6. ESTUDIO DEL EFECTO DEL ENVEJECIMIENTO SOBRE LAS
• INTERACCIONES ENTRE AMINOÁCIDOS Y CATECOLAMINAS EN EL






Como se puede ver en la Figura 71A, la relación dosis-respuesta entre los
incrementos de la concentración de glutamato y la dosis de PDO no varió entre los
grupos de edad estudiados, aunque se observa una tendencia a disminuir con la
• edad la potencia del PDO para inducir incrementos de glutamato. Esta tendencia se
• confirma al analizar los incrementos de glutamato a la dosis de 4 mM de PDC en los
• diferentes grupos de edad estudiados. Como se puede ver en la Figura 718, el
• incremento de glutamato fue menor en ratas de edad media, viejas y muy viejas que




A diferencia con en el estriado, ni la relación dosis-respuesta entre los
incrementos de glutamato y la dosis de PDC ni los incrementos de glutamato a lae


















































medias viejas muy víejas
Figura 71: Efecto del envejecimiento sobre las acciones del PDC en la
concentración extracelular de glutamato en el estriado de la rata despierta. <A>
correlación entre la dosis de PDC y los incrementos de glutamato. (6)
incrementos de glutamato a la dosis de 4 mM de PDC (* p< 0.05, p< 0.001





























































































medias viejas muy viejas
Figura 72: Efecto del envejecimiento sobre las acciones del PDC en la
concentración extracelular de glutamato en el núcleo accumbens de la rata
despierta. (A) correlación entre la dosis de PDC y los incrementos de glutamato.







































































• 6.2 Dopamina y metabalitose
e
• Estriado
• Como se puede ver en la Figura 73A la pendiente de la recta de regresión
• obtenida para la correlación entre los incrementos de dopamina y glutamato en el
• estriado de ratas viejas no fue significativamente diferente a la obtenida en ratas
• jóvenes, indicando que el glutamato fue igual de potente para inducir incrementos de
• dopamina en animales jóvenes y viejos. Sin embargo, la pendiente de la recta
obtenida en ratas de edad media fue significativamente mayor comparada con la
obtenida en ratas jóvenes (pc 0.01), indicando que a iguales incrementos de
glutamato se obtuvieron mayores incrementos de dopamina en animales de edad
• media que en animales jóvenes <Fig. 73A). No se observaron diferencias en el
• cociente entre los incrementos de dopamina y los de glutamato para la dosis de 4
• mM de PDC entre los diferentes grupos de edad estudiados, aunque se observó una
• diferencia no significativa en ratas de edad media, confirmando el aumento de los
• incrementos de dopamina a igual incremento de glutamato en este grupo de edad
• (Fig. 73 B).
e
• No se encontraron diferencias significativas entre la pendiente de las rectas de
• regresión para la relación entre los descensos de DQPAC y HVA y los incrementos
de glutamato obtenidas en los diferentes grupos de edad estudiados, aunque se
observó una tendencia no significativa de las pendientes a ser mayores con la edad
(Fig. 74A y 75A). De la misma manera, tampoco se encontraron diferencias en el
• cociente entre los descensos de DOPAC y HVA y los incrementos de (PDO 4 mM)




• La pendiente de la recta de regresión obtenida para la relación entre los
• incrementos de dopamina y los de glutamato en el núcleo accumbens de ratas viejas
• fue significativamente menor a la obtenida en ratas jóvenes (PC 0.05), indicando que
• el glutamato fue menos potente para incrementar la concentración de dopamina en
ratas viejas que en ratas jóvenes (Fig. 76A). También se observó una diferencia no
significativa de la pendiente de la recta obtenida en ratas de edad media comparada
con la de ratas jóvenes (Fig. 76A). Estos cambios se confirman al estudiar el
• cociente entre los incrementos de dopamina y los incrementos de glutamato para la
• dosis de 4 mM de PDO. Como se puede ver en la Figura 76B, el cociente obtenido
• en ratas de edad media, vieja y muy vieja fue menor al obtenido en ratas jóvenes,
• existiendo, además, una tendencia significativa de este cociente a ser menor con la
• edad (r= 0.55; p.c 0.01). Por tanto, estos resultados muestran que los incrementos de
• dopamina, a iguales incrementos de glutamato, se redujeron a lo largo del
• envejecimiento.
e
• No hubo diferencias significativas entre las pendientes de las rectas de














• incrementos de glutamato obtenidas en los diferentes grupos de edad estudiados,
• aunque se observó una tendencia no significativa de estas pendientes a ser menores
• con la edad (Fig. 77A y 78A). Tampoco se observaron diferencias entre los
• diferentes grupos de edad en los cocientes entre los descensos de DOPAC y HVA y

































































Figura 73: Efecto del envejecimiento sobre las acciones del PDC en la
concentración extracelutar de dopamina en el estriado de la rata despierta. <A)
correlación entre los incrementos de glutamato y los incrementos de dopamina.
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Figura 74: Efecto del envejecimiento sobre las acciones del PDC en la
concentración extracelular de DOPAC en el estriado de la rata despierta. (A)
correlación entre los incrementos de glutamato y los descensos de DOPAC. (6)
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Figura 76: Efecto del envejecimiento sobre las acciones del PDO en la
concentración extracelular de HVA en el estriado de la rata despierta. (A>
correlación entre los incrementos de glutamato y los descensos de HVA. (6>
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Figura 76: Efecto del envejecimiento sobre las acciones del PDC en la
concentración extracelular de dopamina en el núcleo accumbens de la rata
despierta. (A> correlación entre los incrementos de glutamato y los incrementos
de dopamina. (B) cociente entre los incrementos de dopamina y los incrementos
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Figura 77: Efecto del envejecimiento sobre las acciones del PDC en la
concentración extracelular de DOPAC en el núcleo accumbens de la rata
despierta. (A) correlación entre los incrementos de glutamato y los descensos de
DOPAC. <6) cociente entre los descensos de DOPAC y los incrementos de
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Figura 78: Efecto del envejecimiento sobre las acciones del PDC en la
concentración extracelular de HVA en el núcleo accumbens de la rata despierta.
(A) correlación entre los incrementos de glutamato y los descensos de HVA. (6)
cociente entre los descensos de HVA y los incrementos de glutamato (PDC 4
mM).
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• Como se puede ver en la Figura 79A, no se encontraron diferencias entre las
• pendientes de las rectas de regresión obtenidas en el estriado para la relación entre
• los incrementos de GABA y los incrementos de glutamato en los diferentes grupos
de edad estudiado. De igual manera, tampoco se encontraron diferencias en los
cocientes entre los incrementos de GABA y los incrementos de glutamato (PDO 4
mM) en los diferentes grupos de edad (Fig. 79B). Estos resultados indican que los





• No se observaron diferencias entre las pendientes de las rectas de regresión
• obtenidas en el núcleo accumbens para la relación entre los incrementos de GABA y
• los incrementos de glutamato en los diferentes grupos de edad estudiados (Fig.
• 80A). Como se puede ver en la Figura 8DB, tampoco se encontraron diferencias
• significativas en los cocientes entre los incrementos de GABA y los incrementos de
• glutamato (PDC 4 mM) en los diferentes grupos de edad; sin embargo, se observó
una tendencia significativa del cociente a ser mayor con la edad (r= 0.38; pc 0.05),
indicando que los incrementos de GABA a iguales incrementos de glutamato









































8 9 10 II
medias viejas muy viejas
Figura 79: Efecto del envejecimiento sobre las acciones del PDO en la
concentración extracelular de GABA en el estriado de la rata despierta. <A>
correlación entre los incrementos de glutamato y los incrementos de GABA. (E)





































































































Figura 80: Efecto del envejecimiento sobre las acciones del PDC en la
concentración extracelular de GABA en el núcleo accumbens de la rata despierta.
(A) correlación entre los incrementos de glutamato y los incrementos de GABA.
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• No se observaron diferencias significativas entre las pendientes de las rectas
• de regresión obtenidas en el estriado para la relación entre los incrementos de
• taurina y los incrementos de glutamato en los diferentes grupos de edad estudiados
• (Fig. 81A). De igual manera, tampoco se encontraron diferencias en los cocientes
entre los incrementos de taurina y los incrementos de glutamato (PDC 4 mM) en los
diferentes grupos de edad (Fig. 816). Estos resultados indican que los incrementos




• Al igual que en el estriado, no se encontraron diferencias significativas entre
• las pendientes de las rectas de regresión obtenidas en el núcleo accumbens para la
• relación entre los incrementos de taurina y los incrementos de glutamato en los
• diferentes grupos de edad estudiados (Fig. 82A). Tampoco se encontraron
• diferencias en los cocientes entre los incrementos de taurina y los incrementos de
• glutamato (PDC 4 mM) en los diferentes grupos de edad (Fig. 826). Como en el
estriado, estos resultados indican que los incrementos de taurina a iguales







































medias viejas muy viejas
Figura 81: Efecto del envejecimiento sobre las acciones del PDO en la
concentración extracelular de taurina en el estriado de la rata despierta. (A)
correlación entre los incrementos de glutamato y los incrementos de. (9) cociente











































































jóvenes medias viejas muy viejas
Figura 82: Efecto del envejecimiento sobre las acciones del PDC en la
concentración extracelular de taurina en el núcleo accumbens de la rata
despierta. <A) correlación entre los incrementos de glutamato y los incrementos






















































































• No se observaron diferencias significativas entre las pendientes de las rectas
• de regresión obtenidas en el estriado para la relación entre los descensos de
• glutamina y los incrementos de glutamato en los diferentes grupos de edad
estudiados (Fig. 83A). De igual manera, tampoco se encontraron diferencias
significativas en los cocientes entre los descensos de glutamina y los incrementos de
glutamato (PDO 4 mM) en los diferentes grupos de edad, aunque se observó una
gran variabilidad en los resultados (Fig. 836). Estos resultados indican que los
• descensos de glutamina a iguales incrementos de glutamato no variaron a lo largo
• de la edad.
e
• Como se puede ver en la Figura 83C, el cociente entre los incrementos de
• glutamato y la concentración extracelular basal de glutamina para la dosis de 4 mM
• de PDO fue significativamente menor en ratas de edad muy vieja comparados con
• ratas jóvenes, existiendo, además, una tendencia significativa de este cociente a
• disminuir con la edad (r 0.48; p~ 0.01).
e
Núcleo accumbens
• Al igual que en el estriado, no se encontraron diferencias significativas entre
• las pendientes de las rectas de regresión obtenidas en el núcleo accumbens para la
• relación entre los descensos de glutamina y los incrementos de glutamato en los
• diferentes grupos de edad estudiados (Fig. MA). Hay que señalar, además, que
• globalmente los descensos de glutamina no se correlacionaron con los incrementos
• de glutamina <el coeficiente de correlación parcial entre los descensos de glutamina
• y los incrementos de glutamato independiente de la dosis de PDO para todos los
• datos en el estudio fue r= 023 (nsj). Tampoco se encontraron diferencias en los
• cocientes entre los descensos de glutamina y los incrementos de glutamato (PDO 4
• mM) en los diferentes grupos de edad (Fig. 846), aunque, al igual que en el estriado,
• aunque se observó una gran variabilidad en los resultados.
Como en el estriado, se observó una tendencia significativa del cociente entre
los incrementos de glutamato y la concentración basal de glutamina (PDO 4 mM) a
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medias viejas muy viejas
Figura 83: Efecto del envejecimiento sobre las acciones del PDC en la
concentración extracelular de glutamina en el estriado de la rata despierta. (A)
correlación entre los incrementos de glutamato y los incrementos de glutamina.
(8) cociente entre los incrementos de glutamina y los incrementos de glutamato
(PDC 4 mM). (C) cociente entre los incrementos de glutamina y los incrementos
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Figura 84: Efecto del envejecimiento sobre las acciones del PDO en la
concentración extracelular de glutamina en el núcleo accumbens de la rata
despierta. (A> correlación entre los incrementos de glutamato y los incrementos
de glutamina. (B) cociente entre los incrementos de glutamina y los incrementos
de glutamato (PDO 4 mM). (C) cociente entre los incrementos de glutamina y los



































































































































1. ACERCA DEL USO DE LA MICRODIÁLISIS Y LOS BLOQUEANTES
• ESPECÍFICOS DEL TRANSPORTE PARA ESTUDIAR LA INTERACCIÓN DE
• NEUROTRANSMISORESe
• Como se ha mostrado en la sección de ~Resultados”,la perfusión local de PDO
• a través de la cánula de microdiálisis en el estriado y el núcleo accumbens de la rata
• despierta incrementó la concentración extracelular de glutamato, así como la de los
• neurotransmisores dopamina y GABA. Los incrementos en la concentración de
• dopamina y GABA se correlacionaron significativamente con los incrementos de
• glutamato independientemente de la dosis de PDO utilizada, sugiriendo que el
glutamato es el responsable de los incrementos de dopamina y GABA. Esto se ve
reforzado por el hecho de que el tratamiento con antagonistas de receptores
glutamatérgicos atenúa los incrementos de dopamina y GABA. Por tanto, el uso de
• un bloqueante selectivo del transportador de alta afinidad para el glutamato (PDO>,
• combinado con la técnica de microdiálisis en el animal despierto, ha mostrado ser
• una buena aproximación para el estudio de la interacción in vivo entre el glutamato




• 1.1. Microdiálisis e interacción de neurotransmisores
En las últimas décadas se ha extendido el uso de la microdiálisis para el
estudio de la neuroquimica cerebral <ver revisión en (Benveniste, 1989; Osborne et
al., 1991; Gardneret al., 1993; Westerink, 1995)). Esta técnica permite el análisis de
las sustancias presentes en el liquido extracelular a través de la implantación de una
• cánula de perfusión en el área cerebral que se desea estudiar. El diseño de la cánula
• de microdiálisis consiste, básicamente, en un sistema de cánulas (concéntricas o
• paralelas) a través del cual fluye el liquido de perfusión, y que presenta una
• membrana dialítica en el extremo en contacto con el tejido nervioso (Benveniste,
• 1989; Osborne et al., 1991; Westerink y Justice, 1991). La cánula de microdiálisis
• pretende imitar la función del capilar sanguíneo, de forma que el contenido del
• perfundido refleje la composición del liquido extracelular (Osborne et al., 1991). Su
• sensibilidad depende principalmente de las caracteristicas de la membrana de
• diálisis (longitud, tamaño de poro) y del flujo de perfusión, parámetros que se
• relacionan directamente con la “recuperación de sustancias desde el liquido
extracelular al liquido de perfusión (Benveniste, 1989; Osborne et al., 1991). Las
cánulas de microdiálisis utilizadas en el presente trabajo de investigación han sido
construidas y diseñadas en nuestro propio taller, y sus caracteristicas (dimensiones,
membrana) estan dentro de las descritas en la bibliografía (Segovia et al., 1997).
• En cuanto al diseño del experimento de microdiálisis (ver sección de
• ‘Resultados’) el objetivo principal fue trabajar en las condiciones más fisiológicas
• posibles. En primer lugar, los experimentos se realizaron en el animal despierto, con
• lo cual se evitan los efectos descritos de la anestesia sobre la neuoquimica cerebral
• (Moghaddam y Bolinao, 1994; Petrinec et al., 1996; Garris et al., 1997). Además
• todos los experimentos se realizaron en la fase oscura del ciclo luz/oscuridad, es













comportamentales, esta bien descrita la existencia de un circadiano tanto en la
• actividad neuronal como en la concentración de neurotransmisores (Paulson y
• Robinson, 1994; Kanterewicz et al., 1995; Mitsushima et al., 1996; Rueter y Jacobs,
• 1996; Márquez de Prado et al., 1998). Por último, en la elección del resto de
• parametros, como el flujo de perfusión o el momento de inserción de la cánula y del
• comienzo de recogida de muestras, se intentó optimizar tanto la “recuperación”, y por
• tanto la sensibilidad, de la cánula como el volumen de muestra necesario para el
• análisis cromatográfico, así como minimizar algunos de los limitantes descritos de la
• técnica (recuperación del animal tras la cirugía estereotáxica, efecto drenaje a flujos
de perfusión elevados, variaciones en la neuroquímica del tejido según la
composición iónica del liquido de perfusión, alteraciones en determinados
parámetros de la fisiología del tejido tras la inserción de la cánula, gliosis alrededor
de la membrana dialítica tras varios días de la inserción de la cánula) <Benveniste,
• 1989; Osborne et al., 1991; Westerink y Justice, 1991).e
• El uso de la microdiális para el estudio de la interacción de neurotransmisores
• se ha combinado con el tratamiento, local o sistémico, con agonistas y antagonistas
• selectivos de receptores. En el caso del glutamato, esta aproximación ha permitido
• profundizar en el estudio de los efectos de la activación de diferentes clases de
• receptores sobre otros sistemas neurotransmisores en áreas especificas del cerebro
• (ver revisión en (Ruzicka y Jhamandas, 1993)). Sin embargo, el uso de agonistas
• nos da sólo una información parcial sobre el efecto del neurotransmisor endógeno
tras activación de su liberación, e incluso puede llevar a conclusiones contradictorias
si se estudia sólo los efectos de un agonista especifico para investigar la interacción
del neurotransmisor endógeno con otros neurotransmisores. Por ejemplo, la
perfusión en el estriado de un agonista dopaminérgico del tipo Dl (SKF 38393)
• incrementa la concentración extracelular de GABA (Reid et al., 1990; You et al.,
• 1994), mientras que la perfusión de un agonista del tipo D2 (pergolide) la reduce
• (Reid et al., 1990). Por el contrario, la perfusión local de un agonista mixto D1-D2, la
• apomorfina, que simularía las acciones de la dopamina endógena, incrementa la
• concentración extracelular de GASA en el estriado (Reid et al., 1990). En
• experimentos recientes de nuestro laboratorio, utilizando la misma aproximación
• experimental que la descrita en esta Tesis Doctoral (perfusión local de un bloqueante
• del transportador de dopamina, la nomifensina), hemos observado que un aumento
• de la concentración de dopamina endógena se correlaciona con incrementos de la
concentración de GASA, siendo estos últimos incrementos atenuados con
antagonistas de receptores dopaminérgicos (Expósito et al., 1999).
• Otro problema del uso de agonistas específicos para el estudio de la
e interacción de neurotransmisors es la extrapolación de estos efectos a las acciones
• fisiológicas del neurotransmisor endógeno. Por ejemplo, la perfusión en el
• hipocampo de un agonista glutamatérgico, kaínato, a través de la cánula de
• microdiálisis inhibe la liberción de GABA y como consecuenca la efectividad de la
• inhibición sináptica GABAérgica en el hipocampo (Rodríguez-Moreno et al., 1997),
• sugiriendose que un incremento de la concentración de glutamato comprometería la
• función GABAérgica y conduciría a actividad epiléptica y excitotoxicidad. Sin
• embargo, los experimentos recientes de Obrenovitch et al. han mostrado que un














e bloqueo de su recaptura con PDC) no se sigue de una excesiva excitación(Obrenovitch et al., 1996).
e
• ‘Ii. Estudios sobre el glutamato endógeno con la técnica de microdiálisis.
• De lo expuesto arriba se concluye que una información más fisiológica sobre la
• interacción entre neurotransmisores en circuitos específicos nos la darla el estudio
• de las acciones del fropio neurotransmisor endógeno en dichos circuitos. Un
• aproximación experimental al estudio de las acciones del neurotransmisor endógeno
sería la perfusión de éste a través de la cánula de microdiálisis. Para el caso del
glutamato, esta aproximación ya ha sido utilizada para el estudio de su interacción
con la dopamina en el estriado y el núcleo accumbens (Shimizu et al., 1990;
Moghaddam et al., 1990; Youngren et al., 1993). El principal limitante de esta
• aproximación es que no permite estimar la concentración extracelular efectiva
• (mucho menor que la concentración en el líquido de perfusión) de glutamato que
• está teniendo efecto sobre la liberación de dopamina, y por tanto impide “cuantificar”
• la relación entre glutamato y dopamina, lo cual nos daría un parametro objetivo para
• el estudio comparativo de esta relación en diferentes grupos de edad (objetivo
• principal de este trabajo de investigación).
• Como acabo de indicar, la principal ventaja del uso de un bloqueante del
• transportador de glutamato <PDC) para aumentar la concentración del glutamato
• endógeno, es que nos permite “cuantificar” la interacción entre el glutamato
endógeno y otros neurotransmisores, como la dopamina y el GASA. Para ello, se
utilizaron dos variables con las que se estudió los posibles cambios de estas
interacciones a lo largo del envejecimiento: por un lado la pendiente de la recta de
• regresión lineal obtenida para la relación entre las variaciones en la concentración
• extracelular de dopamina y GASA (y el resto de sustancias medidas) y los
• incrementos de la concentración de glutamato tras perfusión con PDC (1-4 mM); y el
• cociente entre los incrementos de dopamina y GASA y los incrementos de glutamato
• para los máximos incrementos de glutamato (PDC 4 mM). El uso de bloqueantes del
• transporte para estudiar la interacción entre glutamato y dopamina en el estriado in
• vivo ya ha sido descrito previamente (Kondoh y Low, 1994), pero esta es la primera
• vez que se correlacionan las variaciones de la concentración de dopamina (y GASA)
• con los incrementos de la concentración de glutamato.
Una cuestión importante es si los incrementos en la concentración de
glutamato descritos en este trabajo de investigación, y por tanto los efectos de estosincrementos sobre la concentración de dopamina y GABA, son de naturaleza
• fisiológica. La máxima concentración de glutamato alcanzada a la dosis de PDC 4
• mM (en ratas jóvenes) fue de 5.39±0.701dM en el estriado y de 4.06±0421dM en el
• núcleo accumbens. Esta concentración correspondería a una concentración
• extracelular (tras corrección con la “recuperación” in vitro de la cánula de
e microdiálisis) de 60-70 1dM en el estriado y 40-50 pM en el núcleo accumbens. Estos
e valores están de acuerdo con la afinidad de los receptores lonotrópicos por el
e glutamato (rango micromolar) (Sands y Barish, 1989; Clements, 1996), y con la








sinapsis (Clements, 1996). Junto a las acciones sinápticas del glutamato, se ha
sugerido la posibilidad de acciones de tipo extrasináptico a través de la difusión o
• “spill-over’ del glutamato desde su sitio de liberación hasta receptores localizados
• fuera de la sinápsis (Kullmann et al., 1996; Scanziani et al., 1997). En esta situación
• la concentración de glutamato que alcanzaría estos receptores extrasínapticos
• estaría en el rango micromolar. Por tanto, se puede concluir que los valores de
• concentración de glutamato obtenidos en este estudio se situan dentro de los rangos
• fisiológicos, y por tanto las interacciones descritas utilizando la aproximación
• experimental de este trabajo pueden ser consideradas también de naturaleza
• fisiológica.
e 1.3. PDC y concentración extracelular de glutamato: efecto del envejecimiento
y de antagonistas de receptores glutamatérgicos
• El bloqueante del transportador de alta afinidad de glutamato usado en el
• presente trabajo de investigación, PDO, es un análogo transportable del glutamato
• que produce una inhibición del transporte de glutamato muy selectiva y potente sin
• interferir en la unión del glutamato a sus receptores tanto ionotrópicos como
• metabotrópicos (Bridges et al., 1991; Thomsen et al., 1994; Kanai et al., 1994; Balcar
• et al., 1995). Se ha descrito recientemente que el PDO puede inducir también la
• salida de glutamato del interior celular a través de un proceso de heterointercambio
• que contribuiría a la acumulación extracelular de glutamato (Waldmeier et al., 1993;
Thomsen et al., 1994; Volterra et al., 1996; Blitzblau et al., 1996). En estudios
• preliminares de nuestro laboratorio hemos mostrado que la perfusión intracerebral
del PDO incrementa la concentración extracelular de glutamato (Segovia et al., 1997;
Del Arco y Mora, 1997). Estos resultados también han sido descritos por varios
autores en diferentes áreas cerebrales (Massieu et al., 1995; Bloc et al., 1995;
• Obrenovitch et al., 1996; Massieu y Tapia, 1997; Lada et al., 1998). Por otro lado, la
• perfusión en el estriado de PDO a través de la cánula de microdiálisis en
• concentraciones de hasta 100 mM no produce daños neurotóxicos en el tejido
• perfundido (Massieu et al., 1995). Es más, la perfusión en el hipocampo de 10 mM
• de PDO, también a través de la cánula de microdiálisis, no produce cambios
• electrofisiológicos indicadores de una excesiva excitación, a pesar de incrementar la
• concentración de glutamato más de 20 veces (Obrenovitch et al., 1996). Por tanto,
• gracias a su especificidad y ausencia de toxicidad, la perfusión local de PDO en el
• estriado y el núcleo accumbens nos permite investigar las acciones del glutamato
• endógeno, a través de sus receptores, sobre otros sistemas de neurotransmisores.
Los incrementos de la concentración de glutamato producidos por el PDO
• fueron atenuados por el tratamiento con un antagonista de receptores AMPAJkainato
• tanto en el estriado como en el núcleo accumbens. Estos resultados han sido
• previamente descritos en la literatura <Bloc et al., 1995; Rawls y McGinty, 1997) y
• sugieren la existencia de procesos autoreguladores presinápticos a través de
• receptores glutamatérgicos del tipo AMPAlkainato (Bloc et al., 1995). De forma
• alternativa, se ha sugerido también que el aumento de la concentración de glutamato




una potenciación de la liberación de glutamato desde las terminales corticoestriatales
(Rawls y McGinty, 1997).
Como se ha descrito en la sección de ‘Resultados”, los incrementos de la
concentración de glutamato producios por el PDO en el estriado, pero no en el
núcleo accumbens, fueron menores en el grupo de ratas de edad media, vieja y muy
vieja comparadas con ratas jóvenes, existiendo además una tendencia significativa
de los incrementos de glutamato a disminuir con la edad. Estos resultados sugieren
que la actividad del transportador de alta afinidad de glutamato en el estriado
disminuye durante el envejecimiento. Diferentes estudios han mostrado una
reduccion del transporte neuronal de glutamato en el estriado debido a una perdida
de sitios de transporte (Price et al., 1981; Najlerahim et al., 1990), aunque otros
estudios han mostrado una ausencia de cambios (Palmer et al., 1994) e incluso
aumentos (Strong et al., 1984). Por otro lado, las reducciones en el número de
transportadores neuronales puede estar compensado tanto por un aumento en la
afinidad (Price et al., 1981) como por el aumento en el número de astrocitos y por
tanto del transporte astrocitario de glutamato (Brizzee et al., 1983; Terry, 1986; David
et al., 1997). Dado el efecto del antagonista de receptores AMPAlkainato descrito
aquí, es difícil determinar si las disminuciones en el aumento de glutamato son
enteramente debidas a cambios en la capacidad de transporte. Además, como se
discute más adelante, los incrementos de la concentración de glutamato producidos
por el PDC pueden ser utilizados como un indice de la síntesis de glutamato a partir
de glutamina. Por último, en un reciente estudio ¡a vivo utilizando la técnica de
microdiálisis, la perfusión local de PDO (100 mM) en el estriado produjo un
incremento de la concentración de glutamato casi dos veces mayor en ratas de edad
vieja que en ratas jóvenes (Massieu y Tapia, 1997). Aunque las variaciones en el
diseño (dosis de PDO, animal anestesiado> puedan explicar las diferencias entre
estos últimos resultados y los obtenidos en el presente trabajo, el conjunto de datos
discutidos no permite concluir acerca del efecto del envejecimiento sobre el
transportador de glutamato en el estriado.
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• 2. ACERCA DE LA INTERACCIÓN DE NEUROTRANSMISORES EN EL
• ESTRIADO Y EL NUCLEO ACCUMBENS DE RATAS JOVENES
• Como se ha discutido en la sección anterior, los resultados presentados en
• esta Tesis Doctoral sugieren la existencia de una interacción entre los
• neurotransmisores glutamato, dopamina y GABA en el estriado y el núcleo
• accumbens de la rata despierta. También parece existir una gran relación entre los
• incrementos de la concentración de glutamato y los aumentos de taurina, as! como
con los descensos de los metabolitos de la dopamina DOPAC y HVA, y del precursor
de glutamato y GABA, la glutamina. A continuación se discuten estas interacciones a
la luz de la bibliografía sobre la sinaptologia y la neuroquimica que del estriado y el
• núcleo accumbens ha sido publicada.
• 2.1. lnteracci6n glutamatoldopamina
• El incremento de la concentración extracelular de dopamina se correlaciona
• positivamente con el incremento de la concentración de glutamato tanto en el
• estriado como en el núcleo accumbens. Los incrementos de la concentración de
• dopamina se atenúan con el tratamiento con antagonistas de receptores
• glutamatérgicos del tipo NMDA, y, probablemente (si se extrapola de los resultados
• en los metabolitos DOPAC y HVA), del tipo AMPA/kainato. Estos resultados están de
acuerdo con estudios previos mostrando la facilitación de la liberación de dopamina
por agonistas glutamatérgicos tanto in vitro como in vivo (ver revisión en (Ruzicka y
Jhamandas, 1993)).
• La perfusión local, a través de la cánula de microdiálisis, de agonistas
• glutamatérgicos del tipo NMDA y AMPA/kainato en el estriado y el núcleo accumbens
• incrementa la concentración extracelular de dopamina (Imperato et al., 1990; Keefe
• et al., 1992; Westerink et al., 1992; Moran et al., 1993; Whitton et al., 1994; Ohno y
• Watanabe, 1995; Kendrick et al., 1996; Smolders et al., 1996; Segovia y Mora,
• 1998). También se ha descrito un aumento de la liberación de dopamina tras
• perfusión en el estriado de agonistas metabotrópicos (Arai et al., 1996; Verma y
• Moghaddam, 1998). Los datos sobre el efecto de los agonistas metabotrópicos en el
núcleo accumbens son más controvertidos, habiéndose descrito tanto aumentos
(Ohno y Watanabe, 1995; Taber y Fibiger, 1995) como disminuciones (Taber y
Fibiger, 1995; Hu et al., 1998) en la concentración de dopamina. Más interesantes
son, sin embargo, los estudios en los que la perfusión con el propio glutamato tanto
en el estriado como en el núcleo accumbens incrementó la concentración
• extracelular de dopamina (Shimizu et al., 1990; Moghaddam et al., 1990; Youngren
• et al., 1993). Estos últimos datos están en la línea de los resultados descritos en esta
• Tesis Doctoral, y confirman el efecto facilitador del glutamato sobre la liberación de
• dopamina en el estriado y el núcleo accumbens.
• Dado que no se ha descrito la existencia de contactos sinápticos entre las
• aferencias glutamatérgicas y dopamérgicas al estriado y el núcleo accumbens, la
• acción facilitadora de la liberación de dopamina por parte del glutamato está




• terminales dopaminérgicas. Una característica importante de las aferencias
• glutamatérgicas y dopaminérgicas al estriado y el núcleo accumbens es que
• convergen sobre las mismas espinas dendríticas de neuronas GABAérgicas de
• proyección (Bouyer et al., 1984; Freund et al., 1984; Sesack y Pickel, ~1990; Sesack y
• P¡ckel, 1992), por lo que estarían lo suficientemente próximas como para que el
• glutamato difundiera desde su punto de liberación hasta las terminales
• dopaminérgicas. Por otro lado existe evidencia tanto farmacológica como
• histoquimica de la existencia de receptores glutamatérgicos sobre las terminales
• dopaminérgicas (Desce et al., 1991; Krebs et al., 1991; Tarazi et al., 1998). Por
tanto, estos datos sugieren la posibilidad de que la interacción entre glutamato y
dopamina sea de tipo extrasináptico o volumétrico. Este tipo de acciones del
glutamato a través de su difusión desde la sinapsis hasta heteroreceptores
• presinápticos ya se ha descrito en otras áreas, asignándole un importante papel
• funcional .(Kullmann et al., 1996; Scanziani et al., 1997)e
• No se puede descartar, sin embargo, que la acción del glutamato sobre la
• concentración extracelular de dopamina sea indirecta, a través de circuitos
• neuronales, ya que se ha descrito que las acciones facilitadoras de agonistas
• glutamatérgicos sobre la liberación de dopamina en el estriado y el núcleo
• accumbens son parcialmente dependientes de TTX, y por tanto de la conducción del
• impulso nervioso en neuronas (Westerink et al., 1992; Moran et al., 1993; Youngren
et al., 1993). Se ha descrito además, que los agonístas glutamatergícos inducen la
liberación de acetilcolina (Ruzicka y Jhamandas, 1993; Kendrick et al., 1996), la cual,
por su parte, puede incrementar la concentración de dopamina (Desce et al., 1991;
Smolders et al., 1997). Por último, es posible también la mediación del óxido nítrico,
cuyas acciones neuromoduladoras han sido recientemente descritas, en las acciones
• del glutamato sobre la dopamina (Hanbauer et al., 1992; Segovia et al., 1994;
• Kendrick et al., 1996; Segovia y Mora, 1998).
• Por otro lado, el tratamiento con un antagonista glutamatérgico del tipo NMDA
• aumentó la concentración de dopamina y sus metabolitos DOPAC y HVA en el
• núcleo accumbens pero no en el estriado, sugiriendo la existencia en el núcleo
• accumbens de un control inhibidor tónico de la liberación de dopamina a través de
• receptores NMDA. Diferentes autores han sugerido la existencia de un control
• glutamatérgico inhibidor indirecto sobre la liberación de dopamina a través de
interneuronas GABAérgicas o de neuronas GABAérgicas que proyectan a sustancia
negra y área ventrotegmental (Barbeito et al., 1990; Leviel et al., 1990; Krebs et al.,
1993; Smolders et al., 1995). Por tanto, el bloqueo de receptores del tipo NMDA
podría liberar de este control inhibidor indirecto del glutamato sobre la liberación de
• dopamina.
• Existen varias evidencias que sugieren que la interacción entre glutamato y
• dopamina en el estriado y el núcleo accumbens puede jugar un importante papel
• funcional en el control de la actividad motora. Por una parte, se ha sugerido la
• existencia de una interacción entre glutamato y dopamina en los ganglios basales
• que estaría implicada en la patogénesis de la enfermedad de Parkinson (Carlsson y
• Carlsson, 1990; Greenamyre, 1993). En concreto, Carlsson et al. han mostrado que






accumbens de ratones reserpinizados (un modelo experimental de la enfermedad de
• Parkinson) estimula la actividad locomotora (Carlsson et al., 1992). Por otro lado, se
• ha descrito que la administración local de agonistas glutamatérgicos en el estriado y
• el núcleo accumbens tiene importantes efectos motores que parecen estar mediados
• por la dopamina (Sacaan et al., 1992; Svensson et al., 1994; Queen et al., 1998). El
• papel que jugaría esta interacción glutamato/dopamina en el control del
• comportamiento motor podría ser el de contribuir a la formación y mantenimiento de
• una unión entre la información sensorial y emocional que llega al estriado y el núcleo
• accumbenes, respectivamente, a traves de la aferencia glutamatérgica, y la
información motora proveniente de los sistemas ascendentes dopaminérgicos.
e
• 2.2. Interacción glutamatolGABA
• Los resultados de esta Tesis Doctoral muestran la existencia de una
• correlación positiva entre los incrementos de la concentración de GABA y glutamato
• tanto en el estriado como en el núcleo accumbens, sugiriendo que el glutamato
• induce el aumento de la concentración de GABA. Para nuestro conocimiento estos
• resultados son los primeros en la bibliografía mostrando una interacción entre
• glutamato y GASA en el núcleo accumbens in vivo. Estos resultados están de
• acuerdo con estudios previos mostrando la facilitación de la liberación de GABA por
• agonistas glutamatérgicos en diferentes áreas cerebrales <ver revisión en (Ruzicka y
Jhamandas, 1993)), así como con la presencia de receptores glutamatérgicos en
neuronas GABAérgicas del estriado y el núcleo accumbens. (Chen et al., 1996;
Tarazi et al., 1998). La existencia, además, de contactos sinápticos directos entre las
• terminales glutamatérgicas y las neuronas GABAérgicas, tanto interneuronas como
• de proyección, sugiere que el incremento de GABA puede ser atribuido a una acción
• directa del glutamato. Por otro lado, se ha descrito que los astrocitos pueden liberar
• GASA (Attwell et al., 1993), y que estos poseen además receptores glutamatérgicos
• (Steinh~user y Gallo, 1996), por lo que es posible que los astrocitos estén
• participando también en los aumentos de la concentración de GASA producidos por
• el glutamato.
e
• En el estriado, los incrementos de la concentración de GASA se atenúan
• significativamente con el tratamiento con el antagonista de receptores
• glutamatérgícos del tipo AMPAJkaínato, pero no con el antagonista de receptores del
tipo NMDA (aunque se observó una reducción no significativa), sugieriendo que los
incrementos de GASA están principalmente mediados por activación de receptores
• AMPA/kainato. Estos resultados contrastan con los obtenidos por diferentes estudios
• in vivo mostrando un aumento de la concentración extracelular de GASA tras la
• perfusión local de agonistas tanto del tipo NMDA como del tipo AMPA/kainato (Moran
• et aL, 1993; Young y Bradford, 1993; Kendrick et al., 1996; Bianchi et al., 1996;
• Segovia y Mora, 1998). Estos datos sugieren que el efecto del glutamato endógeno
• sobre la concentración extracelular de GASA, que resulta del balance de sus
• acciones sobre receptores NMDA, AMPA/kainato y metabotrópicos (de los cuales no





• Por su parte, los datos obtenidos en el núcleo accumbens con los antagonistas
• glutamatérgicos son más confusos: el tratamiento con el antagonista NMDA
• incrementó la concentración extracelular basal de GASA y potenció los incrementos
• de GABA inducidos por el glutamato, mientras que el antagonista AMPA/kainato no
• tuvo ningún efecto, sugiriendo la existencia de un modulación inhibidora del
• glutamato sobre la liberación de GASA a través de receptores NMDA. Estos
• resultados contrastan tanto con el efecto facilitador de la liberación de GASA de los
• agonistas ionotrópicos glutamatérgicos en el estriado, como con el hecho de que la
• aplicación local de agonistas glutamatérgicos induce aumentos de la actividad de
neuronas estriatales y del núcleo accumbens (Cepeda et al., 1996; Kiyatkin y Rebec,
1996). Dado que el efecto final del glutamato fue aumentar la concentración de
GASA, estos resultados sugieren que este efecto final se debe a la existencia de un
• balance entre las acciones del glutamato sobre todos sus receptores <por desgracia
• no existe información en la bibliografía sobre estas acciones). En cualquier caso se
• pone de manifiesto una vez más la necesidad de estudiar el efecto del glutamato
• endógeno para obtener una información completa sobre las acciones de éste sobre
• otros sistemas de neurotransmisores. Teniendo en cuenta esto, se puede concluir
• que el efecto neto de la activación de receptores glutamatérgicos en el núcleo
• accumbens tiene un efecto facilitador de la liberación de GASA. Para nuestro
• conocimiento, estos son los primeros resultados en la bibliografía describiendo la
• interacción glutamato/GABA in vivo en el núcleo accumbens.
Dada la acción sináptica inhibidora del GABA en el estriado (Kita, 1993), el
papel que podría jugar esta interacción glutamato/GABA podría ser el de proveer de
una modulación al control inhibidor que el GASA puede estar ejerciendo dentro de
• los circuitos sináptico locales del estriado y el núcleo accumbens. Este control
• inhibidor del GASA puede estar mediado tanto por interneuronas, GABAérgicas como
• por las colaterales de las neuronas de proyección, que sinaptan con neuronas de
• proyección laterales (Freund et al., 1984; Smith y Bolam, 1990; Kita, 1993), las
• cuales controlarían principalmente los patrones de actividad de las neuronas de
• proyección del estriado y el núcleo accumbens (Kita, 1993). Por otro lado, el GASA
• puede estar ejerciendo acciones moduladores de la liberación de neurotransmisores
• como la dopamina (Bowery et al., 1980; Santiago et al., 1993; Smolders et al., 1995),
• por lo que la interacción glutamato/GABA podría controlar también la actividad de
• otros sistemas neurotransmisores en el estriado y el núcleo accumbens.
2.3. Interacción glutamatoltaurina
• Como se ha mostrado en la sección de “Resultados”, los incrementos de la
• concentración de taurina se correlacionan significativamente con los incrementos de
• la concentración de glutamato tanto en el estriado como en el núcleo accumbens. La
• perfusión con un antagonista de receptores del tipo NMDA atenuó los incrementos
• de taurina en el estriado pero no en el núcleo accumbens, mientras que la perfusión
• con un antagonista de receptores AMPA/kainato atenuó los incrementos de taurina
• en ambas estructuras. estos resultados están en consonancia con el aumento de la
• concentración extracelular de taurina que producen los agonistas glutamatérgicos en
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• el estriado (Shibanoki et al., 1993; Bianchi et al., 1996) y en otras áreas cerebrales
• (Menéndez et al., 1990; Ruzicka y Jhamandas, 1993).
• Diferentes estudios han descrito la presencia de taurina en neuronas y glía en
• múltiples áreas cerebrales (Palkovits et al., 1986; Huxtable, 1989). En el estriado, se
• ha sugerido la presencia de taurina en neuronas de proyección GABAérgica
• (Palkovits et al., 1986; Smith y Bolam, 1990; Della Corte et al., 1990; Bianchi et al.,
• 1996). Por un lado, se ha descrito el transporte de taurina marcada en neuronas
• espinosas de tamaño mediano, que son neuronas GABAérgicas de proyección
(Smith y Bolam, 1990; Della Corte et al., 1990). Por otro, la activación de neuronas
estriatonigrales con kainato induce la liberación concomitante de GABA y taurina
• tanto en el estriado como en la sustancia negra (Bianchi et al., 1996). En el anterior
• estudio la liberación de GABA, pero no la de taurina, fue atenuada por la perfusión
• con TTX y DNQX, sugiriendo la existencia de diferentes mecanismos de liberación
• (Bianchi et al., 1996). De hecho se ha sugerido que la liberación de taurina en el
• hipocampo puede ocurrir desde sitios somatodendríticos antes que de las terminales
• nerviosas (Lehmann et al., 1985).
• A pesar de la amplia distribución de la taurina en el cerebro, su función no se
• ha podido determinar claramente. La taurina posee una importante acción
• anticonvulsiva (Huxtable y Sebring, 1986; Huxtable, 1989), lo cual sugiere que podría
actuar como modulador de la excitabilidad en el sistema nervioso. Esta acción de la
taurina puede estar mediada por la inhibición de la liberación de neurotransmisores(Kuriyama, 1980; Arzate et al., 1986; Kamisaki et al., 1993), o por el control de las
• corrientes de Ca2 y de or a través de la membrana (Huxtable y Sebring, 1986;
• H~usser et al., 1992). Por otro lado también se ha sugerido que la taurina podría
• actuar como osmorregulador en el cerebro (Huxtable y Sebring, 1986; Huxtable,
• 1989), función en la que podrían estar implicados los transportadores de taurina ya
• que responden a cambios en la osmolaridad (Beetsch y Olson, 1993). Se ha
• sugerido que podría existir un flujo dinámico de taurina durante la actividad neuronal
• para mantener los parámetros osmóticos dentro de un estrecho rango (Wade et al.,
• 1988). Por tanto, la interacción glutamato/taurina serviría como mecanismo de
• retroalimentación negativa que controlaría los cambios en la excitación y la
• osmolaridad producido por el aumento de la actividad neuronal inducido por el
• glutamato.
2.4. Interaccián glutamato/glutamina
• Los incrementos en la concentración de glutamato producido por el PDO se
• correlacionaron significativamente con la concentración extracelular basal de
• glutamina tanto en el estriado como en el núcleo accumbens (este efecto se hizo
• significativo cuando se calculó el coeficiente de correlación parcial entre los
• incrementos de glutamato independientemente de la dosis de PDO para todos los
• datos en el estudio). Este resultado sugiere que los incrementos de glutamato
• dependen de la concentración basal de glutamina, y esta en consonancia con el
• papel de la glutamina como precursor metabólico del glutamato (Bradford et al.,








• Diferentes estudios in v¡tm e in vivo han mostrado que la síntesis de glutamato
• se deriva principalmente de la glutamina, y que tanto los incrementos como los
• disminuciones de la concentración extracelular de glutamina pueden correlacionarse
• con incrementos y disminuciones de glutamato (Bradford et al., 1978; Ward et al.,
• 1983; Thanki et al., 1983; Paulsen et al., 1987; Bowyer et al., 1995). Debido a que la
• enzima que sintetiza la glutamina, la glutamina sintetasa, esta principalmente
localizada en astrocitos (Norenberg y Martínez-Hernández, 1979), mientras que la
síntesis de glutamato ocurre en neuronas, existe un tráfico de glutamina y glutamato
entre neuronas y astrocitos, que se ha venido en llamar “ciclo glutamato/glutamina”
(Westergaard et al., 1995). Por tanto, la concentración extracelular de glutamina
puede ser un indicador de este tráfico metabólico entre neuronas y astrocitos. Por
• otro lado, el PDC puede inducir la salida de glutamato del interior celular a través de
• un proceso de heterointercambio que contribuiría a la acumulación extracelular de
• glutamato (Waldmeier et al., 1993; Thomsen et al., 1994; Volterra et al., 1996;
• Blitzblau et al., 1996). De esta manera, el aumento de la concentración extracelular
• de glutamato producido por el PDO, puede ser en parte un reflejo del glutamato
• intracelular y, por tanto, de la síntesis de glutamato a partir de glutamina. De esta
• manera la relación entre los incrementos de glutamato y la concentración basal de
• glutamina podría ser un indice del estado del ciclo glutamato/glutamina en la rata
• despierta.
Junto al resultado anterior, en la sección de “Resultados” se muestra como la
perfusión de PDO en el estriado y el núcleo accumbens produjo un descenso de la
• concentración extracelular de glutamina. Cuando se analizó este efecto en todos los
• datos en el estudio, los descensos de glutamina se correlacionaron
• significativamente con los incrementos de glutamato en el estriado pero no en el
• núcleo accumbens. Dado que los astrocitos poseen transportadores para el
• glutamato (Rothstein et al., 1996; Gegelashvili y Schousboe, 1998) y la síntesis de
• glutamina a partir de glutamato tiene lugar principalmente en astrocitos (Norenberg y
• Martinez-Hernández, 1979), la reducción en la disponibilidad del sustrato para la
• síntesis de glutamina en el astrocito podría dar cuenta del descenso en la
• concentración de glutamina producida por el PDO. Si esta hipótesis fuera correcta, el
tratamiento con antagonistas de receptores glutamatérgicos no debería afectar a los
efectos del PDC sobre la concentración de glutamina. Sin embargo, los descensos
de glutamina fueron atenuados por el tratamiento con antagonistas glutamatérgicos
en ambas estructuras. En el estriado, además, el antagonista de los receptores
AMPA/kainato, cuando se coperfundió con PDO, produjo un incremento significativo
• de la concentración de glutamina. Estos resultados sugieren la existencia de una
• modulación de la síntesis de glutamina por el glutamato a través de sus receptores.
• En cualquier caso, no se puede descartar que el bloqueo del transporte por el PDO
• pueda participar directamente en los descensos de glutamina a través de la
• reducción del glutamato intracelular disponible para la síntesis de glutamina, sobre
• todo en el núcleo accumbens, donde los descensos de glutamina no se
• correlacionaron con los incrementos de glutamato.
e
• El glutamato puede regular la síntesis de glutamina en astrocitos a través










• existencia de este tipo de receptores, pero no de receptores del tipo NMDA, en
• astrocitos (Teichberg, 1991; Steinh~user y Gallo, 1996). Se ha descrito además que
• el kainato inhibe la síntesis de glutamina in vftro (Krespan et al., 1982), por lo que el
• glutamato puede ejercer una acción directa sobre la síntesis de glutamina a través
• de receptores AMPA/kaínato. Esto podría explicar el aumento de la concentración de
• glutamina que el antagonista AMPA/kainato produjo en la concentración de
• glutamina tras estimulación con PDC en estriado y en condiciones basales en el
• núcleo accumbens. Sin embargo, también se ha descrito una disminución de la
concentración de glutamina en el estriado tras perfusión local del agonista NMDA
(Segovia y Mora, 1998), así como un incremento de la actividad de la glutamina
sintetasa con el consecuente incremento del contenido de glutamina en el cerebro
• tras el tratamiento con antagonistas NMDA (Kosenko et al., 1994). Se ha sugerido
• además la participación del óxido nítrico en las acciones inhibidoras del NMDA sobre
• la síntesis de glutamina, de manera que la activación de los receptores NMDA
• induciría la síntesis de óxido nítrico que por su parte inhibiría la síntesis de glutamina
• (Kosenko et al., 1994; Kosenko et al., 1995; Miñana et al., 1997; Segovia y Mora,
• 1998). Por tanto, los resultados descritos en esta Tesis Doctoral sugieren la
• participación de receptores glutamatérgicos en la regulación de la glutamina





























• 3. ACERCA DEL EFECTO DEL ENVEJECIMIENTO EN LA INTERACCIÓN DE
• NEUROTRANSMISORES EN EL ESTRIADO Y EL NÚCLEO ACCUMBENS DE
• LA RATA DESPIERTA
e
• A continuación se discuten los efectos del envejecimiento en la interacción de
• neurotransmisores estudiada con la aproximación experimental descrita. También se
• discute sobre los efectos del envejecimiento en la concentración extracelular de
• aminoácidos y catecolaminas. Como se verá, el principal resultado de esta Tesis
• Doctoral es la existencia de un gradiente dorsoventral entre el estriado y el núcleo
accumbens en los efectos del envejecimiento sobre la interacción entre glutamato y
dopamina, y glutamato y GABA.
• 3.1. Envejecimiento y concentración extracelular basal de aminoácidos y
• catecolaminas
e
• Tanto en el estriado como en el núcleo accumbens, la concentración
• extracelular basal de los aminoácidos neurotransmisores glutamato y GABA, así
• como la de taurina, no varió en ninguno de los grupos de edad estudiado. Esta
• estabilidad ya ha sido descrita previamente en nuestro laboratorio tanto in vivo
• (Porras y Mora, 1995) como in vitro (Sánchez-Prieto et al., 1994). Aunque un
reciente estudio in vivo ha mostrado ausencia de cambios en la concentración basal
de GABA y taurina (Corsi et al., 1997), los resultados en la bibliografía respecto al
glutamato son controvertidos, mostrando tanto ausencia de cambios <Saransaari y
Oja, 1995), como aumentos (Freeman y Gibson, 1987; Massieu y Tapia, 1997) e
• incluso disminuciones <Corsi et al., 1997) de la concentración basal de glutamato.
• Recientemente, un estudio con microdiálisis ha descrito diferencias regionales en los
• cambios relacionados con la edad en la concentración de glutamato, con aumentos
• en el estriado lateral pero no en el medial (Donzanti et al., 1993). Aunque estas
• diferencias regionales podrían dar cuenta de la variabilidad en los resultados, hay
• que tener en cuenta la dificultad en la interpretación del significado fisiológico de la
• concentración basal de glutamato, y también GABA, medida con microdiálisis.
• Diferentes estudios han mostrado que esta concentración extracelular de glutamato y
• GABA es en gran medida independiente de TTX y de calcio, dos criterios clásicos
• para determinar el origen neuronal de un neurotransmisor (ver revisión en
• (Timmerman y Westerink, 1997)). Otros elementos celulares, en concreto la glía,
pueden contribuir a la concentración extracelular de glutamato y GABA por lo que
variaciones en la concentración de glutamato y GABA no parecen reflejar cambios
* en la liberación neuronal de glutamato. Sin embargo, se ha sugerido recientemente
• la posibilidad de una liberción de glutamato desde la gua en respuesta a estímulos
• fisiológicos a través de un mecanismo que implicaría la activación de receptores
• gliales (Miele et al., 1996), de manera que el incremento de la actividad neuronal
• podría ligarse al aumento de la concentración extracelular de glutamato desde
• fuentes no neuronales.
• A diferencia del glutamato y el GABA, la concentración extracelular de
• dopamina si puede ser utilizado como un índice de la actividad basal de los sistemas










basal de dopamina en el núcleo accumbens fue menor en animales de edad media,
vieja y muy vieja que en ratas jóvenes. Esta reducción estuvo acompañada de una
• tendencia significativa del metabolito HVA a ser menor con la edad. En el estriado no
• hubo diferencias en la concentración de dopamina entre los diferentes grupos de
• edad, aunque se observó una tendencia no significativa a aumentar. Estos
• resultados están de acuerdo con diferentes estudios in vivo con la técnica de
• microdiálisis mostrando reducciones en la concentración de dopamina con la edad
• en el núcleo accumbens (Huang et al., 1995) y no cambios en el estriado (Santiago
• et al., 1993; Kametani et al., 1995). Este efecto diferencial del envejecimiento sobre
• la concentración basal de dopamina es interesante dada la perdida de neuronas en
las áreas mesencefálicas de origen de las aferencias dopaminérgicas al estriado y
núcleo accumbens (Sabel y Stein, 1981; Felten et al., 1992). La ausencia de cambios
en el estriado podría ser debida a un aumento de la síntesis de dopamina en las
• neuronas nigroestriatales no afectadas por el envejecimiento que compensaría la
• perdida neuronal asociada a la edad (Greenwood et al., 1991). Tanto si los cambios
• son debidos a diferencias en la síntesis de dopamina o a la diferencia en la liberación
• de dopamina, los resultados sugieren la existencia de un gradiente dorsoventral en
• los cambios en la concentración extracelular de dopamina. Sin embargo, estos
• cambios no nos permiten valorar el estado funcional de circuitos específicos del
• cerebro ya que no nos informan sobre la interacción de diferentes sistemas
• neurotransmisores en estos circuitos.
e La concentración extracelular de glutamina en el núcleo accumbens, pero no
en el estriado, fue mayor en ratas de edad media, vieja y muy vieja, existiendo
además una tendencia significativa a ser mayor con la edad. Similares aumentos han
• sido descritos por nuestro laboratorio en corteza (Cobo et al., 1992>. Dado que se
• han descrito importantes reducciones neuronales en corteza prefrontal (Fornieles et
• al., 1986; Dawson, Jr. et al., 1969; Wallace y Dawson, Jr., 1990), principal área de
• origen de las aferencias glutamatérgicas al núcleo accumbens, estos aumentos en la
• glutamina pueden ser la expresión de mecanismos de compensación para matener
• los niveles basales de glutamato. Ya que la síntesis de glutamina tiene lugar
• principalmente en el astrocito (Norenberg y Martínez-Hernández, 1979>, esta
• hipótesis está de acuerdo con el incremento del número de células gliales que tiene
• lugar durante el envejecimiento (Brizzee et al., 1983; Terry, 1986; David et al., 1997>.
• Por otro lado, la relación entre los incrementos de glutamato producidos por el PDC y
la concentración extracelular de glutamina fue distinta en los distintos grupos de
edad estudiado tanto en el estriado como en el núcleo accumbens, de manera que el
cociente entre los incrementos de glutamato y la concentración de glutamina tendió
significativamente a ser menor con la edad. Como se ha discutido más arriba, estos
• resultados sugieren que la síntesis de glutamato a partir de glutamina se reduce con
• la edad, lo cual se ve reflejado también en la reducción con la edad en los aumentos
• de glutamato producidos por el PDC en el estriado. La ausencia de cambios con la
• edad en los aumentos de glutamato en el núcleo accumbens podría ser debido
• precisamente al aumento en la concentración de glutamina. El conjunto de estos
• resultados sugiere que el ciclo de síntesis de glutamato a partir de glutamina se ve















• 3.2 Envejecimiento e interacción de neurotransmisores
e
• Como ya se ha descrito más arriba, la interacción entre glutamato y dopamina
• en el estriado de la rata despierta no sufre cambios en animales de edad vieja
• comparados con animales jóvenes. Sin embargo, en ratas de edad media, los
• aumentos de la concentración de dopamina producidos por el glutamato son
• mayores que en ratas jóvenes. La interacción entre glutamato y GABA en el estriado
no varía en ninguno de los grupos de edad estudiados. Por su parte, la interacción
entre dopamina y glutamato en el núcleo accumbens sufre modificaciones en los
diferentes grupos de edad estudiados de manera que los aumentos de dopamina
producidos por el glutamato tienden significativamente a ser menores con la edad.
• Por el contrario, la interacción entre glutamato y GABA parece cambiar con la edad
• en el sentido opuesto, es decir, la capacidad del glutamato para incrementar la
• concentración de GABA tiende a aumentar deforma significativa con la edad. Como
• contraste, la interacción entre glutamato y taurina, que tendría funciones más
• inespecificas, no se ve alterada ni en el estriado ni en el núcleo accumbens. Estos
• resultados son la primera aproximación en la bibliografía al estudio de la interacción
• entre glutamato y dopamina en circuitos específicos de la rata despierta, y sugieren
• la existencia de un gradiente dorsoventral entre el estriado y el núcleo accumbens en
los efectos del envejecimiento sobre la interacción entre glutamato y dopamina.
Diferentes estudios han descrito la existencia de gradientes dorsoventrales
entre el estriado y el núcleo accumbens en los efectros del envejecimiento sobre
• diferentes parámetros neuroquimicos relacionados con la transmisión dopaminérgica
• en el estriado. Crawford y Levine han mostrado, por ejemplo, que la reducción en
• ratas de edad vieja de la expresión de Fos, un marcador de actividad neuronal, tras
• estimulación con anfetamina o con agonistas dopaminérgicos (quinpirole), es mayor
• en el núcleo accumbens que en el estriado, donde no se obtuvieron cambios
• significativos (Crawford y Levine, 1997). Más interesantes son los estudios de
• Friedemann y Gerhardt, en los que la reducción con la edad de la cantidad de
• dopamina liberada in vivo tras estimulación con potasio sigue también un gradiente
• dorsoventral con reducciones más pronunciadas y tempranas (aparecen ya en ratas
• de edad media) en el núcleo accumbens <Friedemann y Gerhardt, 1992). Estos
resultados sugieren ademas que los cambios diferenciales de la respuesta de
dopamina a la estimulación con glutamato que se describen en esta Tesis Doctoral
pueden ser debidos a un deterioro diferencial de los mecanismos de liberación de
dopamina. Esta hipótesis está de acuerdo con otros estudios utilizando la técnica de
• microdiálisis en los que se muestra tanto en el estriado como en el núcleo
• accumbens una reducción con la edad de la liberación de dopamina tras infusión
• local de amfetamina, que actúa principalmente sobre el trasportador de dopamina
• (Huang et al., 1995; Kametani et al., 1995), sin cambios en estriado en la liberación
• de dopamina tras estimulación con potasio <Santiago et al., 1993; Kametani et al.,
• 1995).
e
• Dado que la concentración extracelular de dopamina es el resultado final del
• balance entre los procesos de liberación y transporte y que los procesos de














Shimizu y Prasad, 1b91; Felten et al., 1992; Araki et al., 1997), es posible que la
• ausencia de cambios en el estriado pueda ser debida a una reducción en la
• capacidad de transporte mayor que en el núcleo accumbens, lo que aumentaría la
• difusión de la dopamina desde sus sitios de liberación, y mantendría elevada la
• concentración extracelular de dopamina por periodos más largos. Se ha sugerido
• que este tipo de cambios puedan estar jugando un papel importante en el
• mantenimiento de la concentración extracelular de dopamina tras lesiones extensas
• en el estriado <Robinson y Whishaw, 1988; Van Horne et al., 1992). Dada la
• importancia de la difusión de neurotransm¡sores, en especial a la dopamína, en el
funcionamiento normal de circuitos específicos del cerebro (Barbour y Háusser,
1997; Descarnes et al., 1997; Zoli et al., 1998), estos cambios podría tener
importantes consecuencias en el mantenimiento de las funciones comportamentales
que están mediadas por el estriado. De hecho se ha relacionado esta reducción en el
transporte de dopamina, con el consecuente aumento en la difusión de la dopamina,
• en la recuperación funcional observada en modelos experimentales de la
• enfermedad de Parkinson (Schneider et al., 1994). Estos cambios en el transporte de
• dopamina podría explicar también el aumento de la concentración de dopamina en el
• estriado en ratas de edad media, de manera que una reducción en el transporte sin
• cambios en la liberación de dopamina conduciría a un aumento de la concentración
• de dopamina. De hecho, se ha descrito que el tiempo que la dopamina extracelular
• permanece elevada tras estimulación con potasio en el estriado es mayor en ratas
• de edad media que en ratas jóvenes (Friedemann y Gerhardt, 1992).
Una posibilidad complementaria es que los cambios diferenciales descritos en
la interacción entre glutamato y dopamina, y glutamato y GABA, sean debidos a
• cambios diferenciales en las reducciones en la densidad de receptores que median
• los efectos del glutamato. Diferentes estudios han mostrado una reducción de
• receptores del tipo NMDA tanto en el estriado como en el nucleo accumbens (Wenk
• et al., 1991; Magnusson y Cotman, 1993; Serra et al., 1994; Castorina et al., 1994;
• Wardas et al., 1997) así como una reducción de las respuestas mediada por este
• receptor en estriado (Gonzales et al., 1991; Cepeda et al., 1996). En este sentido, se
• ha descrito una reducción de la liberación in vitro de dopamina inducida por NMDA
• en el estriado de ratas viejas (Gonzales et al., 1991). Dada la diferente participación
• de los receptores glutamatérgicos en la liberación de dopamina en el núcleo
• accumbens (ver discusión más arriba), la existencia de una reducción en los
• receptores de tipo NMDA, que estimulan la liberación de dopamina, frente a un
mantenimiento de receptores metabotrópicos, que parecen reducir la liberación de
dopamina, podría explicar los cambios diferenciales en los aumentos de la
concentración de dopamina descritos en esta Tesis Doctoral. Sin embargo, no existe
• información suficiente en la bibliografía como para concluir las causas de estos
• efectos diferenciales del envejecimiento sobre la interacción de neurotransmisores.e
• Los cambios en la interacción entre glutamato y dopamina y glutamato y GABA
• en el núcleo accumbens podría tener gran importancia en algunos de los deficits
• motores descritos durante el envejecimiento. La conectividad del núcleo accumbens
• sugiere que actuarla como “interfase” a través de la cual las estructuras límbicas
• influirían sobre los sistemas motores efectores, y que estas influencias límbicas













dopaminérgico mesolímbico (Willner et al., 1991). Se ha sugerido, por tanto, que el
• núcleo accumbens de la rata puede jugar un papel critico en la regulación de la
• actividad locomotora espontanea así como en el aumento de la actividad locomotora
• tras inyección de anfetamina (Huang et al., 1995). Esta hipótesis esta en
• consonancia con el aumento de la actividad locomotora producido por la inyección de
• agonistas glutamatérgicos en el núcleo accumbens, y la dependencia de este efecto
• de la actividad dopaminérgica (Svensson et al., 1994; Queen et al., 1998). Por otro
• lado, diversos estudios han mostrado una reducción con la edad en la actividad
• locomotora espontanea e inducida por anfetamína (Emerích et al., 1993; Huang et
al., 1995; Crawford y Levine, 1997; Hebert y Gerhardt, 1998). Es posible, por tanto,
que las alteraciones en la interacción entre glutamato y dopamina, (y entre glutamato
y GASA) en el núcleo accumbens puedan estar en la base de estos déficits motores.
• Aunque serán necesarios futuros estudios para determinar el papel de la
• interacción entre neurotransmisores en el estriado y el núcleo accumbens en los
• déficits motores relacionados con la edad, los resultados presentados en esta Tesis
• Doctoral nos muestran que los cambios en la interacción de neurotransmisores que
• se producen durante el envejecimiento son bastante específicos del circuito
• neuroquimico estudiado. Por tanto, estos estudios nos permitirán entender mejor las
• alteraciones en la conducta motora con la edad en las que estas áreas cerebrales













































































• 1. El uso de un bloqueante selectivo del transportador de alta afinidad para el
• glutamato (PDC), combinado con la técnica de microdiálisis en el animal despierto,
• ha mostrado ser una buena aproximación para el estudio de la interacción in vivo
• entre el glutamato endógeno y otros sistemas de neurotransmisores en circuitos
• específicos del cerebro, y sus posibles cambios durante el envejecimiento.
e
2. Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral muestran la existencia de un
gradiente dorsoventral en los efectos del envejecimiento sobre la interacción entre
• glutamato y dopamina, y glutamato y GASA en la rata despierta, con cambios en los




• 3. En el núcleo accumbens los incrementos en la concentración de dopamina
• inducidos por el glutamato son menores en ratas viejas que en ratas jóvenes,
• mientras que los incrementos de la concentración de GASA tienden a aumentar
• significativamente con la edad. Es posible que estas alteraciones en la interacción
entre glutamato y dopamina, y entre glutamato y GASA, en el núcleo accumbens
puedan estar en la base de la reducción en la actividad locomotora con la edad
• descrita en la rata.e
e
• 4. El ciclo de síntesis de glutamato a partir de glutamina se ve alterado con la edad
• tanto en el estriado como en el núcleo accumbens de la rata despierta en el sentido
• de que la síntesis de glutamato parece ser menor en ratas de edad vieja comparado
• con ratas jóvenes. Estos cambios pueden estar compensados, como ocurre en el
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